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NEOPLASIAS  MELANOCÍTICAS  EN  CANINOS:  EVALUACIÓN  DE  MARCADORES 
INMUNOHISTOQUÍMICOS QUE CONTRIBUYEN A LA FORMULACIÓN DEL DIAGNÓSTICO Y 
DEL PRONÓSTICO 
Palabras  clave:  neoplasias  melanocíticas,  canino,  inmunohistoquímica,  diagnóstico, 
pronóstico 
Resumen 
Con  el  objetivo  de  aplicar  la  inmunohistoquímica  al  diagnóstico  y  al  pronóstico  de  las 
neoplasias melanocíticas caninas se estudiaron 127 casos. Se realizó la inmunomarcación 
de vimentina, proteína S100, melan A, tirosinasa, PCNA, Ki67, factor de von Willebrand y 
MMP‐2. Se establecieron índices de proliferación (IP‐PCNA y IP‐Ki67), el área endotelial y 
la densidad de microvasos (factor de von Willebrand), se evaluó la utilidad del marcador 
de  invasión MMP‐2 y se analizó un grupo de pacientes con datos de supervivencia. Los 
melanocitomas y  los melanomas cutáneos  fueron  igualmente  frecuentes. Las neoplasias 
melanocíticas  orales  fueron  melanomas  en  su  mayoría.  El  3%  de  los  casos  presentó 
características histológicas “intermedias” entre melanocitomas y melanomas. La proteína 
S100  resultó  especialmente  útil  para  la  identificación  de  neoplasias  melanocíticas 
amelánicas. La positividad a melan A fue inversa al grado de melanización. Su utilidad en 
la identificación de neoplasias melanocíticas amelánicas resultó limitada. La positividad a 
tirosinasa  fue  baja.  No  se  observó  positividad  a  MMP‐2.  El  75%  de  las  neoplasias 
melanocíticas  cutáneas  exhibió  comportamiento  benigno.  El  50%  de  los  melanomas 
cutáneos presentó comportamiento benigno tras la exéresis quirúrgica. En las neoplasias 
melanocíticas  orales,  la  muerte  relacionada  con  la  neoplasia  dentro  de  los  6  meses 
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posteriores al diagnóstico fue frecuente. La  localización de  la neoplasia,  la ulceración,  la 
actividad en  la unión dermoepidérmica, el  índice mitótico, el patrón  citoplasmático de 
inmunomarcación  de  melan  A  y  el  IP‐PCNA  resultaron  de  valor  pronóstico  en  las 
neoplasias melanocíticas  cutáneas. El  índice mitótico  fue  la  característica que mejor  se 
correlacionó con  la supervivencia en estas últimas; el hallazgo de 3 o más mitosis en 10 
campos de mayor aumento fue indicativo de malignidad. En las neoplasias melanocíticas 
orales,  sólo el  tamaño de  la neoplasia  y el  IP‐Ki67 exhibieron  valor pronóstico. El área 
endotelial y la densidad de microvasos no se relacionaron con la supervivencia. 
CANINE  MELANOCYTIC  TUMORS:  IMMUNOHISTOCHEMICAL  EVALUATION  OF 
DIAGNOSTIC AND PROGNOSTIC MARKERS 
Key words: melanocytic tumors, canine, immunohistochemistry, diagnosis, prognosis 
Summary 
The aim of this study was to determine  immunohistochemical markers of diagnostic and 
prognostic  significance  in  canine melanocytic  tumors. One  hundred  and  twenty  seven 
melanocytic  tumors were  studied.  Immunostaining of vimentin, S100 protein, melan A, 
tyrosinase PCNA, Ki67, von Willebrand  factor and MMP‐2 was performed. Proliferation 
indices  (PCNA‐PI and Ki67‐PI), endothelial area and microvessel density  (von Willebrand 
factor) were established. The usefulness of the invasion marker MMP‐2 was examined. A 
subset  of  patients  with  survival  data  was  analyzed.  Cutaneous  melanocytomas  and 
melanomas were equally frequent. Oral melanocytic tumors were almost all melanomas. 
Three percent of melanocytic tumors displayed “intermediate” histological characteristics 
between melanocytomas and melanomas. S100 protein showed to be especially useful to 
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identify amelanotic melanocytic tumors.  Melan A positivity was inverse to the degree of 
pigmentation. For this reason, its usfulness in the identification of amelanotic melanocytic 
tumors  is  limited. Very  few  cases were  positive  to  tyrosinase. MMP‐2  immunostaining 
was  negative.  Seventy  five  percent  of  cutaneous melanocytic  tumors  exhibited  benign 
behavior;  fifty  percent  of  cutaneous  melanomas  had  a  benign  course  after  surgical 
excision.  In  oral  melanocytic  neoplasms,  tumor  related  death  within  6  months  of 
diagnosis  was  frequent.  Location  of  the  tumor,  ulceration,  junctional  activity,  mitotic 
index, cytoplasmic staining pattern of melan A, and PCNA‐PI had prognostic significance in 
cutaneous melanocytic  tumors. Among  these  characteristics, mitotic  index  showed  the 
best  correlation with  tumor  behavior;  three  or more mitosis  per  10  high  power  fields 
were indicative of malignancy. Only tumor size and Ki67‐PI had prognostic significance in 
oral MT.  Endothelial  area  and microvessel  density  did  not  show  any  relationship with 
survival. 
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INTRODUCCIÓN 
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NEOPLASIAS MELANOCÍTICAS, CONSIDERACIONES GENERALES 
En  las últimas décadas,  la medicina veterinaria ha  logrado  reducir  la mortalidad  
asociada a las  enfermedades infecciosas de los animales de compañía. Es por ello que el 
promedio de vida de los mismos se ha prolongado considerablemente. En consecuencia, 
las enfermedades  llamadas de  la “edad avanzada”, dentro de  las cuales  se  incluyen  las 
neoplásicas,  han  adquirido  una  particular  importancia.  Actualmente  se  considera  que 
entre  el  15  y  el  20%  de  los  animales  adultos  que  reciben  atención  médica  padece 
procesos  neoplásicos.  Así,  la  oncología  veterinaria  ha  surgido  como  una  disciplina 
compleja y de  interés creciente, cuyo propósito es  resolver  los distintos problemas que 
plantean los pacientes que padecen una enfermedad tumoral.  
La  aparición  de  cáncer  espontáneo  en  las  especies  domésticas  posibilita  su 
utilización como modelos animales para el estudio de diferentes neoplasias en el hombre. 
Las  ventajas  de  dicho modelo  animal,  particularmente  caninos  que  desarrollan  cáncer 
espontáneo,  han  sido  revisadas  por  Knapp  y  Waters  en  el  año  1997  e  incluyen:  1) 
similitudes  entre  caninos  y  humanos  en  el  aspecto  histológico,  el  comportamiento 
biológico y  la  respuesta a  la  terapia de  tipos específicos de  tumores,   2) similitud entre 
ambas especies en el metabolismo de drogas, 3) menor  cantidad de  limitaciones en  la 
prueba de nuevas  terapias debido  a que, en muchos  tipos de  cáncer  canino, no  se ha 
establecido aún una terapia apropiada, 4) el tiempo de vida no demasiado prolongado de 
los caninos,  lo que permite  la  finalización de  los estudios clínicos oportunamente, 5) el 
hecho de que  los  caninos  compartan el ambiente  con  sus propietarios, en  condiciones 
similares de exposición al agua, insecticidas, humo de cigarrillo, etc, 6) el tamaño corporal 
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de los caninos, lo que permite la realización de procedimientos médicos poco factibles en 
ratones, 7) el concepto de que nuevas estrategias de intervención desarrolladas mediante 
estudios in vitro  o en animales de laboratorio puedan ser probadas in vivo en caninos que 
han desarrollado tumores espontáneos (1). 
De cualquier modo, todo estudio comparativo desarrollado en mascotas, beneficia 
claramente a los animales y al hombre.     
Las neoplasias melanocíticas (NM) constituyen un grupo de tumores compuestos 
por  células  productoras  de  pigmento melánico  que  pueden  ocurrir  tanto  en  animales 
como  en  el  hombre.  Son  comunes  en  caninos  y  equinos  y  raras  en  otras  especies. 
Generalmente  se  presentan  como  neoplasias  cutáneas,  orales  y  oculares,  aunque 
también  pueden  verse  en  otros  tejidos  que  contienen  melanocitos  (meninges,  vasos 
sanguíneos, corazón, glándulas adrenales y huesos) (2,3).  
En años recientes se ha observado un continuo aumento en  la  incidencia de NM 
en el hombre en todo el mundo. En el año 2005, “The Surveillance, Epidemiology, and End 
Results  (SEER)  Program”  comunicó  un  incremento  en  el  diagnóstico  de  melanoma 
cutáneo en habitantes de Estados Unidos de Norteamérica de más del 600% desde 1950 
hasta 2000 (4,5). Considerando que los animales de compañía se encuentran expuestos a 
los mismos  factores  ambientales  que  sus  propietarios,  dicho  incremento  promueve  el 
interés por el estudio de estos tumores en medicina veterinaria (6). 
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NEOPLASIAS MELANOCÍTICAS EN CANINOS 
Patogenia 
La transformación de melanocitos normales a melanocitos neoplásicos es mediada 
por  una  serie  de  pasos  entre  los  cuales  se  encuentran  iniciación,  promoción  y 
transformación.  La  génesis  del melanoma  humano  es  atribuida  a  la  combinación  una 
predisposición  genética  y  la  exposición  a  la  radiación  ultravioleta  (7).  Tanto  la 
inestabilidad  genética  como  la  proliferación  celular  defectuosa  y  acelerada  se 
identificaron  como  las  primeras  fases moleculares  en  el  desarrollo  y  la  progresión  del 
melanoma (7,8). La evolución de estas  fases parece ser el resultado de  la desregulación 
de  dos  grupos  de  genes  bien  definidos;  los  genes  supresores  de  tumores  y  los 
protooncogenes  (7). Aunque es poco  lo que  se  conoce acerca de  la  iniciación de estas 
neoplasias en medicina veterinaria, estudios recientes han comenzado a dilucidar el papel 
de  genes  reguladores  del  crecimiento  en  el  desarrollo  de  esta  enfermedad  (7,  9,  10). 
Mientras  que  la  mutación  en  la  familia  del  gen  ras  se  encuentra  entre  las  más 
comúnmente halladas en melanomas humanos, éste parece ser un evento raro en las NM 
caninas (11), al igual que la mutación del gen TP53 (10). Entre los oncogenes que podrían 
estar involucrados en la génesis de las NM caninas se han propuesto los protooncogenes 
c‐erb‐b2  y  c‐myc  (12),  así  como  los  genes  supresores  de  tumores    p21WAF1  (13  y  9), 
p16INK4a y PTEN (9).  
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Incidencia. Predisposición etaria, racial y por sexo. Localizaciones más frecuentes 
Las NM en caninos son relativamente comunes, representando entre el 4 y el 7% 
de  los tumores en general (14). Se presentan con mayor frecuencia en caninos mayores 
de 10 años de edad (rango de 1 a 17) (3, 15). La frecuencia de NM parece ser más alta en 
animales  de  piel  y  mucosas  pigmentadas  (2,  3,  15,  16).  No  ha  sido  observada 
predisposición por sexo, aunque algunos autores afirman que, al igual que en humanos, la 
proporción de machos y hembras afectados es de 2‐3:1 (3, 15, 16). 
Los  sitios  más  comúnmente  afectados  son,  en  orden  decreciente,  la  piel,  la 
mucosa oral y el ojo (2, 3, 6, 17). Dentro de  las neoplasias que se originan en  la mucosa 
oral, el melanoma se considera la más frecuente  (18). Las NM cutáneas representan del 4 
al 20% de  los tumores de piel en general (3, 19). En  las NM orales,  la encía y  la mucosa 
labial se citan como las localizaciones más comunes (3, 15, 17, 20, 21), mientras que en la 
piel lo son la cara (especialmente los párpados), el tronco y las extremidades (sobre todo 
los dedos y el lecho ungular) (3, 6, 14, 16).  
Hallazgos macroscópicos 
El  aspecto  de  las  NM  varía  considerablemente  en  función  de  su  localización. 
Pueden  observarse  desde  pequeñísimas  máculas  negras  hasta  grandes  masas  de 
crecimiento rápido con grados variables de pigmentación (coloración parda oscura, gris o 
negra)  o  totalmente  depigmentadas.  Las  lesiones  cutáneas  pueden  ser  cupuliformes, 
nódulos  sésiles,  polipoides,  con  forma  de  placa  o  incluso  masas  lobuladas.  Las  NM 
benignas pueden presentar entre 0,5 a 4 cm de diámetro. La ulceración en ellas es poco 
común.  Las  NM malignas  pueden  llegar  a  superar  los  10  cm  de  diámetro,  aunque  la 
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mayoría de las lesiones tiene de 1 a 3 cm. Aquellas de gran tamaño suelen estar ulceradas 
(2,  3,  16,  22).  Las  NM  orales  suelen  ser  halladas  accidentalmente  durante  el  examen 
odontológico. Aparecen como masas únicas, sésiles y generalmente ulceradas. Los signos 
clínicos comienzan cuando la neoplasia alcanza los 3 a 4 cm de diámetro. La consistencia 
suele ser firme, al menos que la necrosis y la infección secundaria reblandezcan el tejido. 
La  superficie  de  corte  frecuentemente  exhibe  focos  de  coloración  negruzca  alternados 
con áreas parduscas, grisáceas o blanquecinas (3, 15, 18). 
Hallazgos microscópicos 
En el pasado, el término “melanoma” ha sido empleado de diferentes formas en 
los sistemas de nomenclatura de las NM caninas. Algunas autores han aplicado el término 
“melanoma” a proliferaciones benignas y malignas, mientras que otros han restringido su 
uso  sólo  para  referirse  a  proliferaciones  malignas.  Actualmente,  de  acuerdo  con  la 
descripción  y  clasificación  propuesta  por  la  OMS,  las  NM  malignas  son  denominadas 
melanomas y las NM benignas, melanocitomas (21, 23, 24).  
Algunos autores, para hacer referencia a  la  localización histológica precisa de  las 
NM, utilizan los términos definidos a continuación. 
1)  de  la  unión  (“junctional”),  se  refiere  a  la  proliferación  de melanocitos  en  la 
epidermis o en la unión dermoepidérmica (esa proliferación de melanocitos en la zona de 
la  unión  también  se  ha  denominado  “actividad  de  la  unión  dermoepidérmica”),  2)  
dérmico, que indica que el tumor se encuentra confinado a la dermis sin compromiso de 
la  epidermis,  y  3)  compuesto,  que  indica  que  existe  compromiso  tanto  dérmico  como 
epidérmico (3, 16, 23). 
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La morfología de  las células de  las NM es muy variable y suele haber varios tipos 
celulares  en  la  misma  masa.  De  la  misma  manera,  la  cantidad  de  pigmento  en  el 
citoplasma de  las células varía considerablemente; algunas carecen de melanina visible. 
Los tipos celulares más frecuentes en estas neoplasias suelen ser epitelioide, fusiforme y 
una  mezcla  (mixto),  aunque  también  suelen  exhibir  células  redondas  a  poligonales  y 
globosas  (2,  3,  15,  18,  21,  23).  Las  células  epitelioides  suelen  presentar  un  citoplasma 
rosado  pálido,  escasamente  teñido,  de  bordes  poco  definidos,  con  núcleos  grandes  y 
nucléolos  evidentes.  Suelen  disponerse  formando  nidos,  sábanas  o  capas  (3,  16).  Las 
células  fusiformes  pueden  mostrar  delgadas  prolongaciones  citoplasmáticas,  con 
citoplasmas  claros  y  pobremente  definidos.  Se  disponen  en  pequeños  nidos,  haces  o 
espirales, que recuerdan a estructuras neurales. Ambas pueden o no contener gránulos 
de pigmento de color negro, negro azulado o negro verdoso. Pueden dar a  la célula un 
aspecto  granular  o  bien  “pulverulento”  homogéneo  de  color  grisáceo.  Las  células 
globosas (balloon cells) son redondas de abundante citoplasma claro y finamente granular 
en el cual los gránulos de melanina son difíciles de hallar (2, 3, 16, 18, 23). 
La  diferenciación  entre melanocitoma  y melanoma  puede  resultar  compleja.  La 
simetría y los márgenes tumorales bien definidos son indicadores de una lesión benigna. 
A  pesar  de  que  las  células  en  los melanocitomas  pueden  presentar  núcleos  grandes  y 
nucléolos evidentes, la uniformidad nuclear es una característica de estas neoplasias (16). 
En  las  NM  cutáneas,  la  característica  histológica más  confiable  para  la  diferenciación 
entre melanocitomas y melanomas es el índice mitótico; el hallazgo de tres o más mitosis 
en la observación diez campos de 400 aumentos es indicativo de malignidad (3, 6, 16, 17, 
23). Entre las características citológicas de malignidad se incluyen la presencia de grandes 
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núcleos, variaciones en el tamaño y la forma nuclear, hipercromasia, nucléolos múltiples, 
grumos anormales de cromatina y mitosis atípicas (3, 21, 23). La presencia de melanocitos 
solitarios  o  en  nidos  en  los  estratos  superficiales  de  la  epidermis,  así  como  un 
componente  infiltrativo  en  la  dermis  y  la  hipodermis,  son  también  considerados 
indicadores de malignidad (3, 16, 23). 
Algunos autores describen con gran detalle distintas variantes de las NM caninas, 
especialmente  de  las  NM  cutáneas.  Entre  ellas  pueden  citarse  melanocitomas  y 
melanomas dermales  y  compuestos, melanocitomas  y melanomas  de  células  globosas, 
melanomas de células fusiformes y melanomas desmoplásicos (16).  
Inmunohistoquímica aplicada al diagnóstico 
La diversidad de tipos histopatológicos observada en NM caninas es menor que la 
descripta  en  la  literatura  médica.  Debido  a  que  en  medicina  veterinaria  la  lesión 
denominada “nevo displásico” no es reconocida como una entidad específica, el patólogo 
veterinario  no  se  enfrenta  con  el  problema  de  diferenciar  nevos  displásicos  de 
melanomas in situ o melanomas invasivos, los cuales presentan diferente pronóstico.  
Generalmente,  el  estudio  histopatológico  convencional  es  suficiente  para 
identificar y clasificar adecuadamente  las NM caninas. Sin embargo, al  igual que  lo que 
sucede  con  las  NM  humanas,  el  diagnóstico  puede  resultar  complejo  cuando  estas 
neoplasias son pobremente diferenciadas ( 3, 15, 23, 25, 26). Las NM exhiben grados de 
melanización variables y suelen ser completamente amelánicas. Otro  factor que dificulta 
su identificación es la amplia variedad de aspectos histológicos que pueden presentar (3, 
15,  27).  Las  NM  cutáneas  escasamente  pigmentadas  deben  diferenciarse  de  otras 
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neoplasias cutáneas de células fusiformes y redondas. Entre ellas se citan tumores de  la 
vaina  de  los  nervios  periféricos,  fibrosarcomas,  plasmacitomas,  mastocitomas  poco 
diferenciados, sarcomas histiocíticos y  linfomas  (16). Las NM orales pueden confundirse 
con carcinomas poco diferenciados, fibrosarcomas, linfomas y tumores osteogénicos (15). 
Sumado  a  ello,  al  igual  que  en  las  NM  humanas,  un  pequeño  porcentaje  de  las  NM 
caninas  suele  presentar  características  histológicas  “intermedias”,  comunes  a  NM 
benignas  y malignas. Por  lo  tanto,  cuando el origen melanocítico es  claro, aún pueden 
encontrarse dificultades en la diferenciación entre NM benignas y malignas (16, 27, 28).  
Como  es  bien  conocido,  el  diagnóstico  asertivo  de  la  neoplasia  reviste 
fundamental  importancia  en  la  elección  del  tratamiento  adecuado,  así  como  para  la 
formulación  del  pronóstico.  En  tales  circunstancias,  la  evaluación  de  la  expresión  de 
antígenos mediante técnicas de inmunohistoquímica en cortes de tejido o en extendidos 
para estudios citológicos resulta de gran ayuda. (29, 30, 31, 32, 33).   
Las  técnicas  de  inmunohistoquímica  son  extensamente  usadas  en  medicina 
humana  como  complemento  de  la  histopatología  convencional,  tanto  para  la 
identificación de NM escasamente diferenciadas  como para  la diferenciación entre NM 
malignas y benignas (25, 27, 34, 35).  
En  medicina  veterinaria,  las  técnicas  de  inmunohistoquímica  con  fines 
diagnósticos  han  comenzado  a  aplicarse  con  regularidad  sólo  en  forma  relativamente 
reciente.  En  patología  oncológica,  las  áreas  en  las  cuales  estas  técnicas  han  ganando 
mayor  aplicación  han  sido  la  fenotipificación  de  poblaciones  linfoides  y  la 
inmunomarcación de  filamentos  intermedios y de marcadores neurales  (36). Las NM no 
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representan una excepción a estas generalidades, ya que  los marcadores más utilizados 
hasta  el  presente  para  la  dilucidación  de  su  histogénesis  han  sido  la  vimentina  y  la 
proteína  S100.  Algunos  de  los  múltiples  marcadores  de  diferenciación  melanocítica 
disponibles para su uso en NM humanas se encuentran aún en  investigación en  las NM 
caninas. Estos últimos son, en general, específicos de células de la estirpe melanocítica. El 
marcador melanocítico  ideal  debería  combinar  una  alta  sensibilidad  (reconocer  células 
melanocíticas en  todas  las etapas del desarrollo y de  la progresión  tumorales) con una 
alta especificidad (ausencia de expresión en células no melanocíticas) (34). 
La vimentina es una proteína constituyente del citoesqueleto, específica de células 
mesenquimáticas. La proteína S100 es una proteína  fijadora de calcio que se encuentra 
presente  en  células  derivadas  del  neuroectodermo  y  sus  correspondientes  neoplasias. 
Fue aislada por primera vez de cerebro bovino y debe su denominación a su solubilidad 
en solución en sulfato de amonio saturado (37, 38). Si bien se asume que la especificidad 
de  ambos marcadores  es  limitada,  su  sensibilidad  es  alta,  por  lo  que  su  aplicación  se 
recomienda en conjunto con, al menos, un marcador de diferenciación melanocítica (15, 
27, 39, 40). Más aún,  la proteína S100 ha mostrado ser uno de  los escasos marcadores 
que  retiene  su  alta  sensibilidad  en  el  caso  particularmente  problemático  de  los 
melanomas desmoplásicos y de células fusiformes humanos (40, 41, 42, 43, 44). 
La enzima enolasa específica de neuronas  (neuron  specific enolase, NSE) es una 
proteína  glicolítica  que  se  expresa  en  neuronas  y  células  de  origen  neuroectodérmico 
(38).  La  utilidad  de  anticuerpos  “anti”  NSE  se  ha  estudiado  escasamente  en  las  NM 
caninas y con resultados variables (15, 39, 45).  
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El  anticuerpo monoclonal HMB‐45,  utilizado  de  rutina  en  el  diagnóstico  de NM 
humanas,  producido  contra  glicoproteína  100  (gp100)  una  proteína  citoplasmática 
premelanosomal, fue uno de  los primeros marcadores de diferenciación melanocítica en 
descubrirse (27, 44, 46, 47). Además de su alta sensibilidad y especificidad, se ha sugerido 
su potencial para la diferenciación entre nevos melanocíticos y melanomas (40, 48). En las 
NM  caninas  se  ha  comunicado  el  hallazgo  de  un  gran  porcentaje  de  casos  positivos  a 
HMB‐45 pero sólo luego de un pretratamiento del tejido con permanganato de potasio y 
ácido oxálico (49), aunque no se han realizado estudios adicionales al respecto. 
Melanoma antigen recognized by T‐cells‐1 (MART‐1) y Melan A son sinónimos para 
la  denominación  de  una  proteína  citoplasmática  de  diferenciación  melanocítica, 
reconocida  por  linfocitos  T  citotóxicos.  Coulie  y  col.  y  Kawakami  y  col.  (50,  51), 
independientemente uno de otro, clonaron el mismo gen/antígeno, a partir de lo cual se 
desarrollaron dos anticuerpos monoclonales. El clon “anti” Melan A se  llamó A103, y el 
clon  MART‐1,  M2‐7C10.  Ambos  marcadores  exhiben  alta  sensibilidad  para  la 
identificación de melanocitos intraepidérmicos normales, así como para la mayoría de los 
nevos   melanocíticos  y melanomas  (52, 53,  54, 55, 56). Al  igual que  la mayoría de  los 
marcadores  de  diferenciación  melanocítica,  la  inmunomarcación  obtenida  con  Melan 
A/MART‐1 en melanomas desmoplásicos y de células fusiformes es de escasa a nula (27, 
54,  56).  En medicina  veterinaria, melan  A  es  uno  de  los marcadores  que más  se  ha 
estudiado  en  los  últimos  años. Aunque  se  ha  confirmado  su  alta  especificidad  para  el 
diagnóstico  de  las  NM  caninas,  los  resultados  acerca  de  su  sensibilidad  varían 
considerablemente entre los distintos estudios (15, 39, 57, 58, 59, 60, 61). 
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La  tirosinasa  es  una  enzima  clave  para  la  síntesis  de melanina  en melanocitos, 
extensamente  usada  en  el  diagnóstico  de NM  humanas,  dado  que  se  la  considera  un 
marcador muy  sensible  (por  encima  del  85%  de  sensibilidad  en  tipos  amelanóticos)  y 
altamente  selectivo  (27,  33,  34,  40).  Existen  resultados  contradictorios  acerca  de  su 
utilidad en las NM caninas (15, 61). Asimismo, otras enzimas involucradas con el proceso 
de  la melanogénesis  son  las  proteínas  relacionadas  con  la  tirosinasa  1  y  2  (tyrosinase 
related protein 1 y 2, TPR‐1 y TPR‐2) (34).   A pesar de que muchas enzimas relacionadas 
con  la  melanogénesis  pueden  estar  ausentes  en  NM  amelánicas,  la  TRP‐2  parece 
conservarse en muchos melanomas amelánicos (62). De la escasa información que existe 
sobre  su  utilidad  en  las  NM  caninas  puede  decirse  que  la  proporción  de  neoplasias 
amelánicas  inmunomarcadas  es  sólo  ligeramente  superior  a  la observada  con melan A 
(58).  Por  otra  parte,  en  un  estudio  reciente  realizado  en  NM  orales,  los  autores 
concluyeron que, tanto TRP‐1 y TRP‐2, son marcadores altamente sensibles y específicos 
para el diagnóstico de las NM orales (60).  
El factor de transcripción asociado a  la microftalmia (microphtalmia transcription 
factor, MITF) es una proteína nuclear crítica para el desarrollo embriológico y la viabilidad 
postnatal de  los melanocitos y otros  tipos celulares  (63). La  isoforma MITF‐M, presente 
exclusivamente  en  células  de  la  estirpe melanocítica,  ha  sido  la más  estudiada  por  su 
participación  en  la  melanogénesis.  Si  bien  los  primeros  estudios  comunicaron  una 
especificidad de  los  anticuerpos  (D5  y C5)  casi del  100%  (63,  64),  estudios posteriores 
demostraron una especificidad  intermedia, debido a  la presencia de otras  isoformas en 
células y tejidos no melanocíticos (42,65, 66). La inmunomarcación observada con D5 en 
histiocitos  y  células  cebadas  es  de  particular  interés  dado  que  puede  complicar  la 
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diferenciación  entre  melanomas  y  neoplasias  histiocíticas  y,  del  mismo  modo,  la 
identificación de micrometástasis de melanoma en  linfonódulos (56 y 44). En un estudio 
reciente  en NM  orales  amelánicas  en  caninos, MITF  exhibió  alta  sensibilidad  pero  fue 
menos específico que otros marcadores evaluados, dado que  se detecto positividad en 
sarcomas de células fusiformes (60).  
PNL‐2  es  un  anticuerpo monoclonal  que  se  ha  descrito  en  forma  relativamente 
reciente  (67).  La  naturaleza  del  epitope  reconocido  por  este  anticuerpo  aún  se 
desconoce. Su sensibilidad en melanomas primarios y metastásicos parece ser similar a la 
HMB‐45  y  melan  A  y  se  ha  detectado  positividad  a  PNL‐2  en  escasos  tejidos  no 
melanocíticos  (56).  Muy  recientemente  ha  comenzado  a  evaluarse  la  utilidad  del 
anticuerpo monoclonal PNL‐2 en  las NM  caninas. El mismo ha mostrado  ser altamente 
específico para estas neoplasias y se ha observado una gran proporción de casos positivos 
en melanomas amelánicos  (59, 60, 61).   
Además  de  los  anteriores,  existen  otros  anticuerpos  cuyo  uso  en  la  rutina 
diagnóstica  de  las  NM  humanas  no  ha  tenido  gran  difusión.  Entre  ellos  podría 
mencionarse    el  anticuerpo  monoclonal  HMSA‐1,  que  fue  desarrollado  a  partir  de 
fracciones celulares (melanosomas) de melanomas humanos. HMSA‐1 es específico para 
melanomas,  incluyendo  los amelanóticos y nevos displásicos  (68,69). Otros anticuerpos 
monoclonales  como  FKH1  y  NKIC3  demostraron  reaccionar  con  melanomas  y  nevos 
melanocíticos  en  el  hombre  (70).  Sin  embargo,  la  selectividad  de  NKIC3  ha  sido 
cuestionada por algunos autores (40). De ellos, sólo se han comunicado resultados de  la 
aplicación de HMSA‐1 y HMSA‐5 en medicina veterinaria. Los mismos reaccionarían con 
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un 60 a 69% de melanomas caninos, aumentando esta proporción al 80% si se utilizan en 
combinación (71), aunque no se ha continuado con su estudio, como sí ha sucedido con 
muchos de los anteriormente citados.  
Otro marcador sobre el cual no se han desarrollado estudios posteriores es  IBF9, 
un  anticuerpo  monoclonal  que  fue  producido  específicamente  para  reaccionar  con 
melanomas caninos. La selectividad del anticuerpo  fue evaluada mediante su aplicación 
en diferentes  tumores y  sólo  se observó  reacción en carcinomas de células escamosas, 
épulis  y  tumores de  células basales. Tampoco  se observó marcación en  fibrosarcomas, 
neoplasias que pueden ser confundidas con NM indiferenciadas (72).   
En la actualidad, especialmente en medicina humana, continúan los esfuerzos para  
determinar  nuevos  marcadores  de  diferenciación  melanocítica  para  su  aplicación 
diagnóstica (27, 73, 74, 75,).  
Inmunohistoquímica aplicada al pronóstico 
Desde  hace  algunas  décadas  se  asume  que  existen  ciertos  aspectos  clínicos  y 
morfológicos de las NM caninas relacionados con el pronóstico de las mismas. En cuanto 
a  los  aspectos  clínicos,  la  localización  de  las  neoplasias  se  considera  un  importante 
indicador  pronóstico.  Por  ejemplo,  las  localizaciones  oral  y  subungular  se  asocian  a 
comportamientos malignos (2, 3, 15, 16, 18, 22). Dentro de los aspectos morfológicos, la 
presencia  de  melanocitos  solitarios  o  en  nidos  en  los  estratos  superficiales  de  la 
epidermis,  así  como  un  componente  infiltrativo  en  la    dermis  y  la  hipodermis,  son 
generalmente  indicadores  de malignidad  (23).  Lo mismo  sucede  con  el  hallazgo  de  3 
mitosis o más en  la observación de diez campos de 400 aumentos (6, 16, 17, 23, 76). El 
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tamaño  del  tumor,  el  grado  de  pigmentación  y  la  presencia  de  necrosis,  ulceración  o 
inflamación son, todavía, de valor pronóstico dudoso en animales (3, 6, 17, 77).  
A pesar de que muchos de los mencionados criterios resultan válidos en una parte 
de  los casos, desde hace años se documentan variaciones en el comportamiento de  las 
NM,  independientemente  de  su  localización  o  de  su  aspecto  histológico.  Uno  de  los 
primeros estudios al respecto fue realizado por Bostock en 1979 (76). Sobre un total de 
104  NM,  el  autor  observó  que  el  43%  de  las  lesiones  orales  y  el  8%  de  las  lesiones 
cutáneas histológicamente benignas  causaron  la muerte de  los pacientes afectados. En 
años recientes, el surgimiento de nuevos estudios ha enriquecido  la  información acerca 
de  este  aspecto.  A  partir  de  la  bibliografía  disponible  se  puede  apreciar  la  falta  de 
consenso entre los distintos autores acerca de los criterios anatómicos e histológicos que 
clásicamente se han considerado  indicadores pronósticos, especialmente sobre aquellos 
difundidos y validados a través de boletines oficiales y libros de texto (17, 78). Un estudio 
reciente demostró que el 95% de  los casos de un subgrupo de NM orales denominadas 
“bien diferenciadas”, permaneció vivo al menos tres años luego de la exéresis quirúrgica 
de  la neoplasia (78). Asimismo, en un estudio similar, Spangler y col. encontraron que si 
bien el 92% de  las NM orales se clasificó como maligno, sólo el 59% de ellas exhibió tal 
comportamiento,  mientras  que,  del  39%  de  las  NM  cutáneas  que  se  clasificó  como 
maligno, sólo el 12% de las mismas se comportó como tal (17).  
La  necesidad  de  mejorar  la  predicción  acerca  del  resultado  de  la  enfermedad 
promueve  el  estudio  de  nuevos  indicadores  pronósticos  que,  en  asociación  con 
determinadas  variables  clinicopatológicas,  contribuyan  a  tal  fin.  En  este  marco,  en 
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medicina veterinaria, una de las áreas que más ha crecido en los últimos años ha sido la 
investigación  de  la  expresión  de  proteínas  celulares  mediante  técnicas  de 
inmunohistoquímica, no sólo mejorando la precisión diagnóstica sino también aportando 
valiosa información pronóstica (36, 79). 
En  esta  búsqueda  de  indicadores  pronósticos  adicionales  han  comenzado  a 
estudiarse    en  diversas  neoplasias  caninas  marcadores  de  proliferación  celular, 
reguladores del ciclo celular, proteínas de la matriz extracelular y moléculas de adhesión, 
marcadores  de  angiogénesis  y  otros  reguladores  del  crecimiento  tumoral  como  los 
vinculados con la apoptosis (79).  
La  desregulación  de  la  proliferación  celular  es  una  de  las  características  del 
desarrollo  tumoral. La expresión de varias proteínas  relacionadas con el ciclo celular se 
modifica  durante progresión de las NM. 
El  antígeno  nuclear  de  proliferación  celular  (PCNA)  fue  originalmente 
caracterizado  como  un  polipéptido  auxiliar  esencial  de  ADN  polimerasas  y  como  un 
componente  fundamental  del  replisoma  eucariótico.  Estudios  posteriores  demostraron 
que esta proteína  interactúa  con múltiples moléculas que  se encuentran  implicadas en 
diferentes vías metabólicas,  incluyendo el procesamiento de  los fragmentos de Okazaki, 
reparación del ADN, síntesis translesional de ADN,  metilación del ADN, remodelación de 
la cromatina y regulación del ciclo celular (80).  
Ki67 es una proteína nuclear asociada al ciclo celular que se expresa tardíamente 
en la fase G1 y en las fases S, G2 y M, pero no en las fases  G0 y G1 temprana (81).  
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Ambos  marcadores  de  proliferación  celular  fueron  evaluados  en  un  pequeño 
grupo de estudios retrospectivos en caninos, detectándose diferencias significativas en el 
porcentaje  de  células  inmunorreactivas  entre  NM  benignas  y  malignas.  Hasta  el 
momento, sólo  la expresión de KI67 (MIB‐1) se ha vinculado con  la supervivencia de  los 
pacientes con NM (6, 77, 82, 83, 84)  
Las  ciclinas  regulan  el  ciclo  celular en  asociación  con quinasas dependientes de 
ciclinas (CDKs). Estas últimas, a su vez, se encuentran bajo la regulación de inhibidores de 
las quinasas dependientes de ciclinas (CDKIs), tales como p16INK4a, p21‐WAF1 y p27KIP1. Las 
mismas regulan  la progresión del ciclo celular promoviendo su detención o  la apoptosis  
(9,  13).  Niveles  elevados  de  p16INK4a  mostraron  efectos  protectores  en  relación  a  la 
mortalidad en melanoma humano (48).  
TP53 es un gen de  la  respuesta celular al estrés, que codifica para  la síntesis de 
una fosfoproteína nuclear oncosupresora de 53 kDa, involucrada en la preservación de la 
estabilidad genómica y la inducción de apoptosis en respuesta a un daño genotóxico (85). 
La alteración en  la  función de  la proteína p53 se ha correlacionado con  transformación 
celular  in  vitro  y  el  desarrollo  de  neoplasias  in  vivo.  Aproximadamente  el  50%  de  las 
neoplasias humanas presenta mutaciones en este gen (86).  
En  las NM  caninas  se  ha  observado  la  pérdida  de  la  función  de  algunas  de  las 
proteínas  antes  mencionadas,  especialmente  p16INK4a  y  p53.  Sin  embargo,  como  las 
anormalidades  en  su  expresión o en  su  localización  subcelular  se detectaron  con  igual 
frecuencia en NM benignas y malignas, aún se desconoce su potencial rol pronóstico (9). 
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La  expresión  de  proteína  p53  (variante  mutada)  en  asociación  con  el  índice 
mitótico en NM caninas fue estudiada por Roels y col. y  los resultados  indicarían que su 
expresión  en  estas  neoplasias  en  caninos  es  infrecuente  y  que  no  existe  asociación 
significativa entre dichos parámetros y el tiempo de sobrevida de los pacientes (10).  
La degradación de membranas basales y la remodelación de la matriz extracelular, 
pasos  fundamentales  en  el  proceso  de  metástasis,  son  llevadas  a  cabo  por  enzimas 
proteolíticas,  entre  las  que  se  encuentran  las metaloproteinasas  de  la matriz  (MMPs), 
reguladas  por  sus  inhibidores  (TIMPs).  Las MMPs  constituyen  una  familia  compleja  de 
endopeptidasas dependientes de zinc. Son expresadas no sólo en células tumorales sino 
también en células estromales, indicando que las proteínas derivadas del estroma pueden 
favorecer  la progresión de  las NM. Las MMPs  interaccionan con una amplia variedad de 
proteínas; tal es el caso de  moléculas de adhesión, factores de crecimiento, mediadores 
de angiogénesis y de apoptosis (87). 
Estudios recientes han demostrado que la expresión de colagenasa tipo IV (MMP‐
2) sería importante en la diseminación de NM humanas. La expresión de esta proteína se 
ha  sido  relacionada  con  la  ocurrencia  de  metástasis.  Una  alta  expresión  de  MMP‐2 
indicaría un pronóstico desfavorable (88, 89, 90).  
Si  bien  la  expresión  de  diversas metaloproteinasas  ha  comenzado  a  estudiarse 
mediante estudios  inmunohistoquímicos en distintas neoplasias  caninas, especialmente 
mamarias  (91,92),  aún no  se han  comunicado  resultados  al  respecto  en  las neoplasias 
melanocíticas. 
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La angiogénesis se considera un proceso crítico en la progresión y diseminación de 
las  neoplasias.  En  medicina  humana,  diversos  estudios  inmunohistoquímicos  han 
contribuido  a  establecer  la  importancia  de  la  densidad  de microvasos  como  indicador 
pronóstico en algunas neoplasias (93), aunque su importancia en melanomas sigue siendo 
controvertida (94, 95, 96, 97, 98, 99).  
La  angiogénesis  tumoral  también ha  sido,  aunque  en menor medida, objeto de 
investigación en algunas neoplasias caninas. En este contexto,  los resultados de diversos 
estudios  inmunohistoquímicos  realizados  en  carcinomas  mamarios  y  mastocitomas 
sugieren un posible rol pronóstico de  la misma en estas neoplasias (100, 101, 102, 103). 
En el caso particular de las NM, según nuestro conocimiento, sólo ha sido publicado hasta 
el momento un trabajo de Mukaratirwa y col. al respecto. En el mencionado trabajo,  los 
autores  hallaron  una mayor  densidad  de microvasos  en  NM malignas  con  pronóstico 
desfavorable (104).   
Al contrario de lo que sucede en oncología veterinaria, son cientos los marcadores 
tisulares que  se encuentran  en estudio  con  fines pronósticos  en  las NM humanas  (48, 
105). De ellos,  los que han mostrado  resultados prometedores al presente han sido  los 
marcadores de proliferación celular Ki67 y PCNA, los reguladores del ciclo celular p16INK4a 
y  p27KIP1  así  como  las  proteínas  relacionadas  con  invasión  tisular  y  metástasis 
MCAM/MUC18  (melanocytic  specific  cellular  adhesion  molecule)  y    MMP‐2  (matrix 
metalloproteinase 2). 
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A pesar de  la rápida evolución del conocimiento sobre el significado biológico de 
los extremadamente diversos marcadores moleculares en medicina humana, aún es poco 
lo que se conoce acerca del ello en oncología veterinaria.  
Afortunadamente,  el  interés  y  los  esfuerzos  por  enriquecer  el  conocimiento  en 
nuestra área son crecientes.  
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OBJETIVOS 
Objetivo general  
 Aplicar  las  técnicas  de  inmunohistoquímica  al  diagnóstico  diferencial  de  NM 
caninas y establecer parámetros de valor pronóstico. 
Objetivos particulares   
 Determinar marcadores inmunohistoquímicos aplicables al diagnóstico diferencial 
de NM benignas, malignas e indiferenciadas.  
 Evaluar  la expresión de marcadores de proliferación celular en NM y su  relación 
con indicadores histopatológicos de malignidad. 
 Evaluar  la expresión de marcadores de noviformación vascular y de  invasión y su 
asociación con la progresión de las NM. 
 Relacionar entre sí las variables antes mencionadas y evaluar su asociación con la 
supervivencia de los pacientes con NM. 
 
HIPÓTESIS 
 La  evaluación  de  la  expresión  de  antígenos  mediante  técnicas  de 
inmunohistoquímica en NM caninas contribuye a la formulación del diagnóstico y 
aporta datos de valor pronóstico. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
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SELECCIÓN DE LOS CASOS  
Se  llevó a cabo  la búsqueda de  los casos de archivo de neoplasias melanocíticas 
(NM)  caninas  ingresados al Servicio de Anatomía Patológica de  la Cátedra de Patología 
Especial  durante  el  período  1995‐2006. A  ello  se  sumaron  los  casos  protocolizados  en 
forma prospectiva durante los años 2007, 2008 y primer trimestre de 2009.   
Para incluir los casos en el estudio se consideraron la disponibilidad de materiales 
y la información acerca de los siguientes aspectos clínicos y de la reseña: raza, edad, sexo, 
localización anatómica, tamaño (diámetro mayor) y ulceración (presencia o ausencia).  
Se  incluyeron  127  casos,  los  que  fueron  agrupados  según  su  localización 
anatómica en NM cutáneas (83) y NM orales (44).  
ESTUDIO HISTOPATOLÓGICO 
Se  aplicó  la  clasificación  propuesta  por  la  OMS  (1998),  utilizando  cortes 
histológicos  coloreados  con  H&E  y,  en  algunos  casos,  con  la  coloración  de  Fontana 
Masson.  Durante  la  observación  microscópica  se  registraron  el  diagnóstico 
histopatológico  (melanocitoma,   melanoma),  el  tipo  celular  predominante  (epitelioide, 
fusiforme,  mixto,  globoso,  redondo),  el  grado  de  pigmentación  mediante  una  escala 
subjetiva de 1 a 4  (1= pigmento no evidenciable o evidenciable mediante  coloraciones 
especiales,  2=  escasa  cantidad  de  pigmento  presente  sólo  en  algunas  células,  3=  gran 
cantidad de pigmento presente sólo en algunas células y 4= gran cantidad de pigmento 
presente en la mayoría de las células), el índice mitótico desde 0 hasta 3 o más mitosis en 
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la observación de 10 campos de mayor aumento (400x, 0,22 mm2), y, en las NM cutáneas, 
la actividad en la unión dermoepidérmica (presente o ausente).  
Los datos fueron tabulados y se determinó la distribución de frecuencias para cada 
una de las variables analizadas.  
ESTUDIOS INMUNOHISTOQUÍMICOS CUALITATIVOS  
Se utilizó un total de 121 neoplasias (36 melanocitomas, 42 melanomas cutáneos y 
43  melanomas  orales).  Dado  el  interés  por  caracterizar  la  inmunomarcación  en  NM 
benignas y malignas, se excluyeron las NM no clasificadas. Para la inmunomarcación (IM) 
se utilizó  la  técnica de peroxidasa  (anexo  II) y el kit de detección  LSAB2 ® System HRP 
(Dako) con revelado mediante diaminobencidina (DAB, Dako). Los anticuerpos utilizados 
fueron:  vimentina  (RTU‐VIM‐V9,  Novocastra),  proteína  S100  (RTU‐S100p,  policlonal  en 
conejo, Novocastra), melan A  (RTU‐Melan A,  clon A 103, Novocastra) y  tirosinasa  (clon 
T311, Dako, 1/25). En los controles negativos se reemplazó el anticuerpo primario por PBS 
(buffer salino de fosfato, anexo V). Los protocolos de recuperación antigénica empleados 
en  cada  caso  se  incluyeron  en  el  anexo  II.  Con  posterioridad  a  la  IM  se  realizó  la 
decoloración de la melanina mediante la técnica del agua oxigenada (anexo III).                                    
Se  realizó  la  evaluación  cualitativa  de  la  IM,  registrando  el  porcentaje  de  NM 
positivas,  así  como  las  siguientes  características  de  la misma:  distribución  en  el  corte 
(homogénea,  heterogénea),  intensidad  (fuerte,  moderada,  débil),  localización  celular 
(citoplasmática, nuclear, ambas) y patrón celular de la reacción (difuso, polar, ambos).  
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ESTUDIOS INMUNOCITOQUÍMICOS 
Se  trabajó  con extendidos  realizados por  los métodos  tradicionales de  toma de 
muestras  para  citología.  Los  mismos  se  obtuvieron  de  casos  de  NM  positivas  a  los 
marcadores a evaluar, en ocasiones en que se realizaron estudios post mórtem o bien a 
partir de masas extirpadas quirúrgicamente. Los preparados se procesaron dentro de  la 
primera semana después de obtenidos. Para la IM se utilizó la técnica de peroxidasa y el 
kit de detección  LSAB2 ®  System HRP  (Dako)  con  revelado mediante diaminobencidina 
(DAB,  Dako).  Los  anticuerpos  utilizados  fueron:  vimentina  (RTU‐VIM‐V9,  Novocastra), 
proteína S100 (RTU‐S100p, policlonal en conejo, Novocastra), melan A (RTU‐Melan A, clon 
A 103, Novocastra). En  los controles negativos se  reemplazó el anticuerpo primario por 
PBS. La técnica de inmunocitoquímica utilizada se presenta en el anexo IV. 
ESTUDIOS INMUNOHISTOQUÍMICOS CUANTITATIVOS 
Las neoplasias fueron seleccionadas para su inclusión en esta parte del estudio de 
acuerdo con  la disponibilidad  la cantidad de tejido requerida para  la cuantificación de  la 
IM  en  cada  caso.  Se  utilizaron  114  neoplasias  para  PCNA  (71  NM  cutáneas  y  43  NM 
orales),    112  para  Ki67  (69  NM  cutáneas  y  43  NM  orales)  y  119  para  factor  de  von 
Willebrand (76 NM cutáneas y 43 NM orales). Para el caso de MMP‐2, se seleccionaron 11 
NM (5 NM cutáneas y 6 NM orales), incluyendo la neoplasia primaria y sus metástasis en 
tres de los casos.  
Algunos casos debieron ser excluidos debido a la desintegración del tejido durante 
la recuperación antigénica (especialmente en el procesamiento con Ki67).   Para  la  IM se 
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utilizó la técnica de peroxidasa (anexo II) y el kit de detección LSAB2 ® System HRP (Dako) 
con revelado mediante diaminobencidina (DAB, Dako). Los anticuerpos utilizados fueron: 
PCNA (clon PC10, Dako,   1/50), Ki67 (clon MIB‐1, Dako 1/100), factor de von Willebrand 
(policlonal  en  conejo, Dako,  1/100)  y MMP‐2  (clon  75‐7F7, Calbiochem,  1/100).  En  los 
controles  negativos  se  reemplazó  el  anticuerpo  primario  por  PBS.  Los  protocolos  de 
recuperación  antigénica  empleados  en  cada  caso  se  presentan  en  el  anexo  II.  Con 
posteridad a la IM se realizó la decoloración de la melanina mediante la técnica del agua 
oxigenada (anexo III).   
Para  la  cuantificación  de  la  IM  de  PCNA  y  Ki67  se  utilizaron  imágenes  digitales 
obtenidas  mediante  una  cámara  digital  (Nikon  COOLPIX  4300)  montada  en  un 
microscopio (Nikon ECLIPSE 50i.). Se seleccionaron  las áreas de marcación más  intensa y 
se  obtuvieron  microfotografías  de  alta  resolución  a  400  aumentos  de,  al  menos,  5 
campos. Mediante el uso del programa Image J 1.43e (National Institutes of Health, USA), 
se  estimaron  los  siguientes  parámetros:  a)  área  nuclear  total,  correspondiente  al  área 
representada  por  núcleos  celulares  (positivos  o  negativos),  b)  área  nuclear  positiva  a 
PCNA  y  c)  área  nuclear  positiva  a  Ki67.  Los  índices  de  proliferación  (IP)  para  ambos 
marcadores  (IP‐PCNA,  IP‐Ki67)  se obtuvieron expresando el área nuclear positiva  como 
porcentaje del área nuclear total.  
Para  la cuantificación de  la  IM de  factor de von Willebrand  se  seleccionaron  las 
áreas  de  marcación  más  intensa  (“hot  spots”)  y  se  obtuvieron  microfotografías  de  3 
campos a 200 aumentos, a partir de  las cuales se estimaron el área endotelial  (AE) y  la 
densidad de microvasos (DMV). La primera se estableció mediante el método propuesto 
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por Leme y col. (106), midiendo el área inmunopositiva en forma automática, utilizando el 
programa  Image J 1.43e (National  Institutes of Health, USA). La misma se expresó como 
porcentaje del área total. Para  la estimación de  la DMV se empleó el método propuesto 
por Weidner  y  col.  (93),  utilizando microfotografías  con  una  superficie  de  0,29 mm2. 
Además de los vasos bien definidos, se consideraron como vasos individuales y contables 
las  células  endoteliales  aisladas  o  en  grupos  que  aparecían  separados  de  vasos 
adyacentes,  con  o  sin  luz  o  glóbulos  rojos.  La  DMV  se  expresó  como  la  cantidad  de 
microvasos por mm2. 
ESTUDIO DE SUPERVIVENCIA 
Se incluyeron en esta parte del estudio todos aquellos casos en los que se dispuso 
de  información acerca de  la evolución del paciente  luego del tratamiento quirúrgico, así 
como del tiempo de supervivencia, evaluado durante un período de un año.  
El  grupo  mayoritario  se  obtuvo  a  partir  de  los  casos  protocolizados  en  forma 
prospectiva durante  los años 2007, 2008 y primer  trimestre de 2009. Se  seleccionó un 
grupo de pacientes en los cuales fue posible la realización de controles periódicos durante 
un periodo de, al menos, un año.  Los  citados  controles estuvieron a  cargo de médicos 
veterinarios clínicos (en contacto permanente con el Servicio de Anatomía Patológica de 
la Cátedra de Patología Especial) y consistieron en un examen  físico, a  fin de constatar 
posibles recidivas o la ocurrencia de metástasis, así como de registrar la causa y la fecha 
de muerte (en los casos en que ésta ocurrió). En algunos casos fue posible la realización, 
además, de un examen radiográfico de tórax.  
31 
Los casos en los que no pudo conocerse la causa de la muerte fueron excluidos. Se 
consideró  muerte  relacionada  con  la  neoplasia  a  aquella  ocurrida  naturalmente  o 
mediante  la eutanasia, debido a  la  invasión  local o a  la diseminación metastásica de  la 
enfermedad, con deterioro evidente de la calidad de vida del paciente. La constatación de 
la presencia de metástasis se realizó radiográfica o ecográficamente, o bien mediante el 
examen post mórtem.  
En  los casos  ingresados con anterioridad al año 2007, se obtuvieron  los datos de 
interés,    a  partir  de  los  registros  de  los médicos  veterinarios  clínicos  a  cargo  de  cada 
paciente.  
El  tiempo  de  supervivencia  se  definió  como  el  lapso  transcurrido  entre  el 
diagnóstico  histopatológico  y  la  muerte  del  paciente  o  la  finalización  del  período  de 
seguimiento. 
A  los  efectos  del  análisis,  los  pacientes  fueron  divididos  en  tres  grupos  de 
supervivencia: 
Pacientes con supervivencia larga: aquellos que permanecieron vivos al finalizar el 
período  de  seguimiento  o  que  murieron  luego  de  los  8  meses  de  formulado  el 
diagnóstico. 
Pacientes con supervivencia intermedia: aquellos que murieron entre los 4 y los 8 
meses posteriores a la formulación del diagnóstico. 
Pacientes con supervivencia corta: aquellos que murieron antes de los 4 meses de 
formulado el diagnóstico. 
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ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
A  fin  de  evaluar  la  asociación  entre  variables  cualitativas  (características 
clinicopatológicas  y  de  la  inmunomarcación  cualitativa),  se  utilizó  la  prueba  de  X2, 
aplicando la corrección de Yates cuando el 25% de las frecuencias esperadas fue inferior a 
5.  En  el  caso  de  variables  cualitativas  ordinales  (grado  de  melanización)  se  utilizó  la 
prueba de X2 de tendencia lineal. En el caso de grupos pequeños de variables, en los que 
no se verificaron los requisitos de las frecuencias esperadas de la prueba de X2, se utilizó 
la  prueba  exacta  de  Fisher.  Las  tablas  de  2  x  3  se  transformaron  en  tablas  de  2  x  2, 
unificando  grupos  de  variables  (intensidad  de  marcación  fuerte  vs  moderada‐débil, 
patrón  citoplasmático  de  la  reacción  difuso  vs  polar).  No  se  analizaron  los  grupos  de 
variables que no  se ajustaron a  los  supuestos de  las pruebas mencionadas ni  tampoco 
aquellos cuyas frecuencias observadas fueron similares entre sí. 
Para  la  comparación  de  las  medias  de  dos  o  más  grupos  de  las  variables 
cuantitativas  (índices de proliferación, AE y DMV) se utilizaron  las pruebas de Student y 
ANOVA. En  los casos en que  los datos no superaron  la prueba de normalidad  (Shapiro‐
Wilk),  se  utilizaron  las pruebas  no paramétricas  de Mann‐Withney  y Kruskal Wallis.  La 
correlación entre variables se evaluó mediante la prueba de Spearman.  
Para  la  estimación  de  la  probabilidad  de  supervivencia  se  utilizó  el método  de 
Kaplan‐Meier.  Los  pacientes  que  permanecieron  vivos  al  finalizar  el  período  de 
seguimiento,  o  que  murieron  por  causas  no  relacionadas  con  la  neoplasia,  se 
consideraron  censurados.  Las  diferencias en  la probabilidad de  supervivencia  entre  los 
grupos se evaluaron mediante la prueba del logaritmo del rango (log‐rank test).  
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Los resultados se consideraron significativos en un nivel del 5% (p<0,05). 
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RESULTADOS 
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ESTUDIO HISTOPATOLÓGICO, ASPECTOS CLÍNICOS Y DE LA RESEÑA 
Las  NM  cutáneas  fueron  más  frecuentes  que  las  NM  orales.  Las  primeras 
representaron el 65%  (83/127) del  total de  las neoplasias estudiadas y  las  segundas, el 
35% (44/127) restante.1 
El 46%  (38/83) de  las NM  cutáneas estuvo  representado por melanocitomas, el 
51% (42/83) por melanomas y el 3% (3/83) restante por NM que no pudieron ser incluidas 
en  alguno  de  los  grupos  anteriores  mediante  las  técnicas  convencionales  (NM  no 
clasificadas). El 98% (43/44) de  las NM orales correspondió a melanomas y el 2% (1/44) 
restante a NM no clasificadas.  
Los animales mestizos fueron  los más comúnmente afectados (figuras 1 y 2). Las 
razas Ovejero Alemán y Rottweiler presentaron una frecuencia mayor de NM que el resto 
de  las razas consignadas en el estudio. En esta última, además, el 90% de  las neoplasias 
fue maligno. En el  caso particular de  las NM  cutáneas,  resultó  llamativa  la  cantidad de 
animales de la raza Doberman, no registrándose NM orales en esta raza. Contrariamente, 
las razas Cocker Spaniel y Pequinés mostraron una proporción de NM orales claramente 
mayor respecto de las NM cutáneas. 
  
                                                 
1 Los datos fuente del trabajo completo se presentan en el anexo VI. 
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Figura 1. Distribución de las NM cutáneas según la raza. 
 
 
 Figura 2. Distribución de las NM orales según la raza. 
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En  las  NM  cutáneas,  la  cantidad  de  hembras  y  machos  afectados  fue  similar, 
aunque  los  machos  mostraron  mayor  frecuencia  de  melanomas  (62%;  23/42)  y  las 
hembras  de  melanocitomas  (55  %;  23/37).  En  lo  que  respecta  a  las  NM  orales 
(melanomas),  los  machos  resultaron  más  frecuentemente  afectados  que  las  hembras 
(58%; 25/43). 
La  edad  promedio  de  presentación  de  las  NM  cutáneas  fue  de  8,7  años 
(mínimo=2; máximo=16). Esta fue similar en melanocitomas y en melanomas. El 50% de 
los  casos  se  presentó  en  animales  de  entre  7  y  11  años.  En  las  NM  orales,  la  edad 
promedio de presentación fue  ligeramente superior; 10,6 años (mínimo=4; máximo=19). 
Asimismo, el  50% de los casos se presentó en animales de entre 9 y 13 años.  
Los hallazgos relacionados con la localización de las NM se muestran en las figuras 
3 y 4.  
 
 Figura 3. Distribución de las NM cutáneas según su localización. 
 
Cabe destacar que el 83% (19/23) de las neoplasias digitales fueron melanomas.  
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 Figura 4. Distribución de las NM orales según su localización. 
 
Ambas  encías, maxilar  y mandibular,  resultaron  comprometidas.  Las  neoplasias 
localizadas en más de un sitio causaron la afección conjunta de las encías, el paladar y los 
carrillos.  
El diámetro mayor de las neoplasias (consignado sólo en el 70% de los casos) fue, 
en promedio, de 2,7 cm en las NM cutáneas y de 4,3 cm en las NM orales. 
Se  consignó  la  presencia  de  ulceración  en  el  24%  (20/83)  de  las  NM  cutáneas 
estudiadas, (especialmente en melanomas) y en el  29% (10/44)  de las NM orales. Cabe 
mencionar que en dos de los casos de melanoma cutáneo (ambos localizados en escroto), 
la ulceración fue la única manifestación de la neoplasia.  
En  lo que  respecta a  las características histopatológicas,  la actividad en  la unión 
dermoepidérmica  se  presentó  en  el  64%  (23/36)  de  los  melanocitomas  y  en  el  30% 
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(10/33) de los melanomas cutáneos. En el 17% (14/83) de los casos no fue posible realizar 
dicha evaluación. 
La distribución de los tipos celulares en las NM se muestra en las tablas 1 y 2.  
Tabla 1. Distribución de tipos celulares en las NM cutáneas 
Tipo celular  Melanocitomas  Melanomas          NMNC  Total 
   n  %  n  %  n  %  n  % 
Epitelioide  10  26  15  37  2  67  27  33 
Fusiforme  10  26  9  21  1  33  20  24 
Mixto  18  48  17  40  ‐  ‐  35  42 
Globoso  ‐  ‐  1  2  ‐  .  1  1 
Total  38  100  42  100  3  100  83  100 
NMNC: neoplasias melanocíticas no clasificadas. 
 
 
Tabla 2. Distribución de tipos celulares en las NM orales 
Tipo celular  Melanomas             NMNC  Total 
   n  %  n  %  n  % 
Epitelioide  14  32   ‐  ‐  14  32 
Fusiforme  11  26   ‐  ‐  11  25 
Mixto  16  37   ‐                  ‐  16  36 
Redondo  2  5  ‐  ‐  2  5 
Globoso  0  0  1  100  1  2 
Total  43  100  1  100  44  100 
NMNC: neoplasias melanocíticas no clasificadas. 
 
La distribución de los grados de melanización en las NM se muestra en las tablas 3 
y 4. 
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Tabla 3. Distribución de grados de melanización en las NM cutáneas 
Melanización  Melanocitomas  Melanomas          NMNC  Total 
Grados  n  %  n  %  n  %  n  % 
1  2  5  4  10  ‐  ‐  6  7 
2  4  11  9  21  ‐  ‐  13  16 
3  12  32  19  45  2  67  33  40 
4  20  52  10  24  1  33  31  37 
Total  38  100  42  100  3  100  83  100 
NMNC: neoplasias melanocíticas no clasificadas. 
 
Tabla 4. Distribución de grados de melanización en las NM orales 
Melanización  Melanomas           NMNC  Total 
Grados  n  %  n  %  n  % 
1  12  28  1  100  13  30 
2  6  14   ‐  ‐   6  14 
3  20  47   ‐                ‐  20  45 
4  5  11   ‐  ‐   5  11 
Total  43  100  1  100  44  100 
NMNC: neoplasias melanocíticas no clasificadas. 
 
El índice mitótico en las NM se muestra en las tablas 5 y 6. 
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Tabla 5. Índice mitótico en las NM cutáneas 
Ïndice mitótico  Melanocitomas  Melanomas  NMNC  Total 
(mitosis/10CMA)  n  %  n  %  n  %  n  % 
<3  38  100  19  45  3  100  60  72 
≥3  ‐  ‐  23  55  ‐  ‐  23  28 
Total  38  100  42  100  3  100  83  100 
NMNC: neoplasias melanocíticas no clasificadas. CMA: campos de mayor aumento. 
 
 
 
 
Tabla 6. Índice mitótico en las NM orales 
Ïndice mitótico             Melanomas  NMNC  Total 
(mitosis/10CMA)  n  %  n  %  n  % 
<3  16  37  1  100  17  39 
≥3  27  63  ‐  ‐  27  61 
Total  43  100  1  100  44  100 
NMNC: neoplasias melanocíticas no clasificadas. CMA: campos de mayor aumento. 
 
En  las  figuras  5  a  10  se  ilustran  algunas  de  las  características  microscópicas 
descriptas en las NM cutáneas y orales. 
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Figura 5. Melanocitoma de tipo celular mixto con melanización de grado 4. H & E (obj. 4x). 
 
 
 
Figura  6.  Melanocitoma  de  células  fusiformes,  con  actividad  en  la  unión  dermoepidérmica  y 
melanización de grado 4. H & E (obj. 20x). 
 
43 
 
 
Figura 7. Melanoma de células epitelioides con melanización de grado 3. Marcado pleomorfismo 
celular. H & E (obj. 100x). 
 
 
Figura 8. Melanoma de  células epitelioides  con melanización de grado 2. Anisocariosis  y  figuras 
mitóticas. H & E (obj. 100x). 
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Figura 9. Melanoma cutáneo de células globosas. No se observa melanina. H & E (obj. 40x). 
 
 
               
Figura 10. Melanoma de  células  fusiformes  con melanización de grado 1.  Fontana Masson  (obj. 
20x). 
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La relación entre el tipo celular, el grado de melanización y el índice mitótico en las 
NM se muestra en las figuras 11 a 16.  
 
 
 Figura 11. Grado de melanización según el tipo celular en las NM cutáneas. 
 
 
Figura 12. Grado de melanización según el tipo celular en las NM orales. 
 
Las  diferencias  observadas  en  la  distribución  de  los  grados  de melanización  de 
acuerdo  con el  tipo  celular en  las NM  cutáneas no  fueron  significativas  (p>0,522). Esta 
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relación  se  analizó  por  separado  en melanocitomas  y melanomas,  observándose  sólo 
ligeras variaciones entre ambos. Lo mismo ocurrió en  las NM orales (p=0,564)  (los tipos 
celulares  redondo  y  globoso  se  excluyeron  de  la  prueba  estadística  dada  su  escasa 
cantidad).  
 
 
Figura 13. Índice mitótico según el tipo celular en las NM cutáneas. 
 
 
Figura 14. Índice mitótico según el tipo celular en las NM orales. 
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El tipo celular y el índice mitótico también resultaron independientes, tanto en las 
NM cutáneas (p=0,068) como en las NM orales (p=0,144) (los tipos celulares minoritarios, 
globoso y redondo, se desestimaron en las pruebas estadísticas dada su escasa cantidad). 
 
 
 Figura 15. Índice mitótico según el grado de melanización en las NM cutáneas. 
 
 
 
 Figura 16. Índice mitótico según el grado de melanización en las NM orales. 
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Se encontró una disminución significativa en la frecuencia del hallazgo de 3 o más 
mitosis en 10 CMA en función del aumento del grado de melanización en las NM cutáneas 
(p=0,001).  Esta  disminución  se manifestó  en  forma más marcada  en  las  neoplasias  de 
melanización de  grado  4. Contrariamente,  el  índice mitótico  resultó  independiente del 
grado de melanización en las NM orales (p=0,964).  
Por  otro  lado,  se  analizó  la  relación  del  diagnóstico  histopatológico  en  las NM 
cutáneas  (melanocitomas  y melanomas)  con  las  características  clinicopatológicas  (tabla 
7). Se encontró al primero estrechamente relacionado con la localización de la neoplasia, 
su diámetro mayor, la actividad en la unión dermoepidérmica, el grado de melanización y 
el índice mitótico. 
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Tabla  7.  Relación  del  diagnóstico  histopatológico  (melanocitoma  y  melanoma)  con  las  características 
clinicopatológicas en las NM cutáneas 
   Melanocitomas     Melanomas    
   n  %     n  %     p 
Sexo                      
Macho  14  38     23  62     0,184 
Hembra  23  55     19  45       
NC (1)                      
Edad                      
≤ 8  21  50     21  50     0,620 
≥ 9  16  44     20  56       
NC (2)                      
Localización                      
Digital  3  14     19  86     <0,001 
Otra  35  60     23  40       
Diámetro mayor                      
≤ 2  22  67     11  33     0,004 
> 2  6  27     16  73       
NC (25)                      
Ulceración                      
Presencia  6  32     13  68     0,111 
Ausencia  32  57     29  43       
Actividad en la UDE                   
Presencia  23  70     10  30     0,005 
Ausencia  13  36     23  64       
NE (11)                      
Tipo celular                      
Epitelioide  10  40     15  60     0,590 
Fusiforme  10  53     9  47       
Mixto  18  51     17  49       
Globoso*  0  0     1  100       
Melanización                      
Grado 1  2  33     4  67         0,019** 
Grado 2  4  31     9  69       
Grado 3  12  39     19  61       
Grado 4  20  67     10  33       
Índice mitótico  
(mitosis/10CMA)                      
< 3  38  67     19  33     <0,001 
≥ 3  0  0     23  100       
NC: no consignado. UDE: unión dermoepidérmica. NE: no evaluable. CMA: campos de mayor aumento. 
*No incluido en la prueba estadística. **X2 de tendencia lineal.  
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ESTUDIOS INMUNOHISTOQUÍMICOS CUALITATIVOS 
Vimentina 
De total de NM cutáneas analizadas, el 97% de los melanocitomas (35/36) y el 95% 
de  los  melanomas  (40/42)  fueron  positivos  a  vimentina.  Las  características  de  la  IM 
fueron similares en melanocitomas y melanomas, por  lo que  los resultados se muestran 
en el conjunto de las NM cutáneas. Dichas características se presentan en la tabla 8. 
Tabla 8. Características de la IM de vimentina en las NM cutáneas 
  NM cutáneas (n=75) 
  n  % 
Distribución       
Homogénea  63  84 
Heterogénea  12  16 
Intensidad       
Fuerte  44  59 
Moderada  25  33 
Débil  6  8 
Patrón       
Difuso  74  99 
Difuso/polar  1  1 
 
En las NM orales, el 98% (42/43) fue positivo a vimentina. Las características de la 
IM  fueron  similares  a  aquellas  observadas  en  las  NM  cutáneas,  a  excepción  de  la 
ausencia, en este caso, de la marcación de intensidad débil (tabla 9). 
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Tabla 9. Características de la IM de vimentina en las NM orales 
Vimentina  NM orales (n=42) 
   n  % 
Distribución       
Homogénea  37  88% 
Heterogénea  5  12% 
Intensidad       
Fuerte  27  64% 
Moderada  15  36% 
Débil  0  0% 
Patrón       
Difuso  42  100% 
Difuso/polar  0  0% 
 
En la figura 17 se ilustran algunas de las características de la IM de vimentina. 
 
 
Figura 17. IM de vimentina en melanocitoma, sin decoloración de la melanina. La IM es 
citoplasmática y de intensidad fuerte (obj. 40x). 
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La relación entre la intensidad de marcación de vimentina y su distribución en las 
NM  cutáneas  y  orales  se muestra  en  las  figuras  18  y  19.  Estas  características  fueron 
similares en melanocitomas y melanomas cutáneos, por lo que se analizaron en conjunto.  
 
Figura 18. Intensidad según distribución de la IM de vimentina en las NM cutáneas. 
 
 
Figura 19. Intensidad según distribución de la IM de vimentina en las NM orales. 
 
En las NM cutáneas, la intensidad de marcación difirió significativamente entre los 
dos  tipos de distribución  (p<0,001).  La  IM homogénea  fue de  fuerte a moderada en  la 
mayoría de  los casos. Contrariamente,  la marcación heterogénea fue, en su mayoría, de 
moderada a débil. 
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La intensidad de marcación de vimentina y su distribución fueron independientes 
en las NM orales (p>0,05).  
La  relación  entre  la  intensidad  de  la  IM  de  vimentina  y  las  características 
histopatológicas  en  las  NM  cutáneas  y  orales  se  muestra  en  las  figuras  20  a  25. 
Melanocitomas y melanomas cutáneos se analizan en conjunto dado que no mostraron 
diferencias al respecto. 
0%
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Figura 20. Intensidad de la IM de vimentina según el tipo celular en las NM cutáneas. 
 
 
Figura 21. Intensidad de la IM de vimentina según el tipo celular en las NM orales. 
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Figura 22. Intensidad de la IM de vimentina según el grado de melanización en las NM cutáneas. 
 
 
 
Figura 23. Intensidad de la IM de vimentina según el grado de melanización en las NM orales. 
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 Figura 24. Intensidad de la IM de vimentina según el índice mitótico en las NM cutáneas. 
 
 
Figura 25. Intensidad de la IM de vimentina según el índice mitótico en las NM orales. 
 
No se observaron diferencias significativas en la intensidad de la IM de vimentina 
en  relación con el  tipo celular, el grado de melanización y el  índice mitótico en  las NM 
cutáneas y orales (p>0,05). 
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Proteína S100 
De  total de NM cutáneas analizadas, el 92% de  los melanocitomas    (33/36) y el 
93% de los melanomas (39/42) fueron positivos a proteína S100. Las características de la 
IM  de  proteína  S100  fueron  similares  en melanocitomas  y melanomas,  por  lo  que  los 
resultados se muestran en el conjunto de las NM cutáneas (tabla 10). 
Tabla 10. Características de la IM de proteína S100 en las NM cutáneas 
Proteína S100  NM cutáneas (n=72) 
   n  % 
Distribución       
Homogénea  42  58 
Heterogénea  30  42 
Intensidad       
Fuerte  29  40 
Moderada  32  45 
Débil  11  15 
Localización       
Nuclear‐citoplasmática  65  90 
Nuclear  6  8 
Citoplasmática  1  2 
 
En  las NM orales, el 88% (38/43) fue positivo a proteína S100. Las características 
de  la  IM  de  proteína  S100  también  fueron  similares  a  aquellas  observadas  en  las NM 
cutáneas (tabla 11). 
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Tabla 11. Características de la IM de proteína S100 en las NM orales 
Proteína S100  NM orales (n=38) 
   n  % 
Distribución       
Homogénea  19  50 
Heterogénea  19  50 
Intensidad       
Fuerte  14  37 
Moderada  19  50 
Débil  5  13 
Localización       
Nuclear‐citoplasmática  22  58 
Nuclear  16  42 
Citoplasmática  0  0 
 
Si  bien  en  las  NM  orales  se  observó  una mayor  proporción  de  IM  nuclear,  la 
marcación nuclear y citoplasmática fue predominante, al igual que en las NM cutáneas.  
En la figura 26 se ilustran algunas de las características de la IM de proteína S100. 
 
Figura 26. Inmunomarcación de proteína S100 en un melanocitoma, con posterior decoloración de la 
melanina. La IM es citoplasmática y nuclear y de intensidad fuerte (obj. 40x). 
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La relación entre la intensidad de marcación de proteína S100 y su distribución en 
las NM cutáneas y orales se muestra en  las  figuras 27 y 28. Estas características  fueron 
similares en melanocitomas y melanomas cutáneos, por lo que se analizaron en conjunto.  
 
 
Figura 27. Intensidad según distribución de la IM de proteína S100 en las NM cutáneas. 
 
 
Figura 28. Intensidad según distribución de la IM de proteína 100 en las NM orales. 
 
Tanto  en  las  NM  cutáneas  como  en  las  orales,  la  intensidad  de marcación  de 
proteína S100 difirió significativamente entre  los dos tipos de distribución  (p<0,001). En 
los  casos  de  marcación  homogénea,  la  intensidad  predominante  fue  de  fuerte  a 
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moderada,  mientras  que  en  la  mayoría  de  los  casos  de  marcación  heterogénea,  la 
intensidad fue de moderada a débil. 
Los  casos  negativos  a  proteína  S100  se  distribuyeron  en  proporciones  similares 
entre  los  tipos  celulares  mayoritarios,  así  como  entre  los  distintos  grados  de 
melanización. 
La  relación  entre  la  distribución  de  la  IM  de  proteína  S100  y  las  características 
histopatológicas en las NM cutáneas y orales se muestran en las tablas 12 y 13. 
Tabla 12. Distribución de la IM de proteína S100 según el tipo celular, el grado de melanización y el índice 
mitótico en las NM cutáneas. 
   IM de proteína S100  
   Homogénea (n=42)    Heterogénea (n=30) 
   n  %    n  % 
p 
Tipo celular                   
Epitelioide  11  52     10  48  0,394 
Fusiforme  9  56     7  44    
Mixto  21  63     12  37    
Globoso  1  50     1  50    
Melanización                   
Grado 1  3  50     3  50  0,135 
Grado 2  4  36     7  64    
Grado 3  13  52     12  48    
Grado 4  22  73     8  27    
Índice mitótico  
(mitosis/10CMA)
                 
<3  29  58     21  42  0,931 
≥3  13  59     9  41    
IM: inmunomarcación. CMA: campos de mayor aumento. 
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Tabla 13. Distribución de la IM de proteína S100 según el tipo celular, el grado de melanización y el índice 
mitótico en las NM orales.  
   IM de proteína S100  
   Homogénea (n=19)    Heterogénea (n=19) 
   n  %    n  % 
p 
Tipo celular                   
Epitelioide  4  36    7  64  0,007 
Fusiforme  2  20    8  80    
Mixto  12  80    3  20    
Redondo  1  50    1  50    
Melanización                  
Grado 1  4  44    5  56  0,460 
Grado 2  4  80    1  20    
Grado 3  8  58    11  42    
Grado 4  3  60    2  40    
Índice mitótico 
(mitosis /10 CMA)                
<3  4  33    8  67  0,162 
≥3  15  58    11  42    
IM: inmunomarcación. CMA: campos de mayor aumento. 
 
   A diferencia de lo ocurrido en las NM cutáneas, en las que la distribución de la IM 
de  proteína  S100  fue  muy  similar  entre  los  distintos  tipos  celulares,  las  NM  orales 
mostraron un predominio significativo de una distribución homogénea o heterogénea de 
la IM de proteína S100 de acuerdo con el tipo celular. 
La  relación  entre  la  intensidad  de  la  IM  de  proteína  S100  y  las  características 
histopatológicas en las NM cutáneas y orales se muestra en las figuras 29 a 34. 
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Figura 29. Intensidad de la IM de proteína S100 según el tipo celular en las NM cutáneas. 
 
 
 
Figura 30. Intensidad de la IM de proteína S100 según el tipo celular en las NM orales. 
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Figura  31.  Intensidad  de  la  IM  de  proteína  S100  según  el  grado  de  melanización  en  las  NM 
cutáneas. 
 
 
Figura 32. Intensidad de la IM de proteína S100 según el grado de melanización en las NM orales. 
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 Figura 33. Intensidad de la IM de proteína S100 según el índice mitótico en las NM cutáneas. 
 
 
Figura 34. Intensidad de la IM de proteína S100 según el índice mitótico en las NM orales. 
 
Si bien se observaron algunas diferencias en cuanto al predominio de las distintas 
intensidades  de  marcación  de  proteína  S100  según  el  tipo  celular,  el  grado  de 
melanización y  la cantidad de mitosis,  las mismas no alcanzaron significación estadística 
en  ningún  caso.  La  intensidad  de  la  IM  de  proteína  S100  y  las  características 
histopatológicas  resultaron  independientes,  tanto en  las NM cutáneas como en  las NM 
orales (p>0,05). 
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Melan A 
Del  total de NM  cutáneas analizadas, el 92% de  los melanocitomas  (33/36) y el 
79%  de  los melanomas  (33/42)  fue  positivo  a melan  A. Melanocitomas  y melanomas 
exhibieron diferencias en las características de la IM de melan A. Dichas características se 
muestran en la tabla 14.  
Tabla 14. Características de la IM de melan A en las NM cutáneas 
NM cutáneas  
Melanocitomas (n=33)     Melanomas (n=33) Melan A 
n  %     n  % 
p 
Distribución                   
Homogénea  20  61     17  52  0,457 
Heterogénea  13  39     16  48    
Intensidad                 
Fuerte  24  73     13  39  0,006 
Moderada  7  21     18  55    
Débil  2  6     2  6    
Patrón citoplasmático                 
Difuso  31  94     25  76  0,039 
Polar  2  6     8  24    
 
Como puede verse en la tabla 14, la intensidad de marcación de melan A, así como 
el  patrón  citoplasmático  de  la  misma,  dependen  del  diagnóstico  histopatológico.  Se 
detectó un claro predominio de marcación fuerte en melanocitomas. En  lo que respecta 
al  patrón  citoplasmático  de  la  reacción,  la  frecuencia  de  la  marcación  polar  fue 
llamativamente más alta en melanomas. 
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En lo que respecta a las NM orales, el 72% de las mismas (31/43 melanomas) fue 
positivo  a melan  A,  proporción    inferior  a  la  observada  en melanomas  cutáneos.  Las 
características de la IM de melan A en las NM orales se muestran en la tabla 15.  
Tabla 15. Características de la IM de melan A en las NM orales 
Melan A  NM orales (n=31) 
   n  % 
Distribución       
Homogénea  20  64% 
Heterogénea  11  36% 
Intensidad       
Fuerte  24  78% 
Moderada  6  19% 
Débil  1  3% 
Patrón citoplasmático       
Difuso  22  71% 
Polar  9  29% 
 
Como puede verse en la tabla 15, la distribución y la intensidad de la IM de melan 
A fueron similares a  las observadas en melanocitomas cutáneos, mientras que el patrón 
citoplasmático de la misma fue similar al observado en melanomas cutáneos. 
En la figura 35 (A‐B) se ilustran algunas de las características de la IM de melan A. 
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A 
 
B 
Figura 35. A: Inmunomarcación de melan  A en un melanoma, con posterior decoloración de la 
melanina. La IM es homogénea, fuerte, citoplasmática difusa en algunas células y polar en otras (obj. 40x). 
B: detalle de A en un sector de marcación predominantemente polar (obj. 100x). 
 
 
67 
 
La relación de la intensidad de marcación de melan A y su distribución en las NM 
cutáneas y en las NM orales se muestra en las figuras 36 y 37. Estas características fueron 
similares en melanocitomas y melanomas cutáneos, por lo que se analizaron en conjunto.  
 
 
Figura 36. Intensidad según distribución de la IM de melan A en las NM cutáneas. 
 
 
 
Figura 37. Intensidad según distribución de la IM de melan A en las NM orales. 
 
A pesar de observarse que  la marcación débil se relacionó con mayor  frecuencia 
con  la  distribución  heterogénea  en  las NM  en  general,  la  intensidad  de marcación  de 
melan A y su distribución fueron independientes (p>0,05). 
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La  frecuencia  de  la  IM  positiva  y  negativa  de  melan  A  de  acuerdo  con  las 
características histopatológicas en las NM cutáneas y en las NM orales, se muestra en las 
tablas 16 y 17.  
Tabla 16. IM positiva y negativa de melan A según las características histopatológicas en las NM cutáneas  
        
   Melan A + (n=66)     Melan A ‐ (n=12)  p 
   n  %     n  %    
Tipo celular                   
Epitelioide  17  74     6  26  ‐ 
Fusiforme  17  94     1  6    
Mixto  31  89     4  11    
Globoso  1  50     1  50    
Melanización                
Grado 1  2  33     4  67  <0,001 
Grado 2  9  69     4  31    
Grado 3  25  86     4  14    
Grado 4  30  100     0  0    
Índice mitótico 
(mitosis/10CMA)                
<3  47  85     8  15  0,751 
≥3  19  83     4  17    
+: positiva.  ‐: negativa. CMA: campos de mayor aumento. 
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Tabla 17. IM positiva y negativa de melan A según las características histopatológicas en las NM orales  
   NM orales    
   Melan A + (n=31)     Melan A ‐ (n=12)  p 
   n  %     n  %    
Tipo celular                   
Epitelioide  9  64     5  36  ‐ 
Fusiforme  6  55     5  45    
Mixto  14  88     2  12    
Redondo  2  0     0  100    
Melanización                   
Grado 1  3  25     9  75  <0,001 
Grado 2  5  83     1  17    
Grado 3  18  90     2  10    
Grado 4  5  100     0  0    
Índice mitótico 
(mitosis/10CMA)                   
<3  10  63     6  37  0,280 
≥3  21  78     6  22    
+: positiva.  ‐: negativa. CMA: campos de mayor aumento. 
 
Tanto en las NM cutáneas como en las NM orales, la frecuencia de casos positivos 
y negativos a melan A  parecería ser independiente del tipo celular y del índice mitótico. 
Contrariamente,  la positividad a melan A se mostró significativamente asociada al grado 
de melanización;  la  frecuencia  de  casos  positivos  fue más  alta  entre  las  NM  con  los 
mayores grados de melanización y viceversa. 
La  relación  entre  la  intensidad  de  la  IM  de  melan  A  y  las  características 
histopatológicas en  las NM cutáneas y en  las NM orales se muestran en  las figuras 38 a 
43. Los melanocitomas y  los melanomas cutáneos se analizan en conjunto, dado que no 
mostraron diferencias al respecto. 
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Figura 38. Intensidad de la IM de melan A según el tipo celular en las NM cutáneas. 
 
 
 
Figura 39. Intensidad de la IM de melan A según el tipo celular en las NM orales. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
71 
 
 
 
 
Figura 40. Intensidad de la IM de melan A según el grado de melanización en las NM cutáneas. 
 
 
 
Figura 41. Intensidad de la IM de melan A según el grado de melanización en las NM orales. 
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 Figura 42. Intensidad de la IM de melan A según el índice mitótico en las NM cutáneas. 
 
 
 
Figura 43. Intensidad de la IM de melan A según el índice mitótico en las NM orales. 
 
Si  bien  se  observaron  algunas  variaciones  con  respecto  al  predominio  de  las 
distintas  intensidades  de  marcación  de  melan  A  según  el  tipo  celular  o  el  grado  de 
melanización, no  se hallaron diferencias  significativas al  respecto en  las NM en general 
(p>0,05).  Contrariamente,  la  intensidad  de  marcación  se  mostró  asociada  al  índice 
mitótico,  tanto  en  las  NM  cutáneas  como  en  las  NM  orales,  aunque  sólo  alcanzó 
significación  estadística  en  las  primeras  (p=0,020).  La  marcación  de  intensidad  fuerte 
resultó notoriamente más  frecuente en  las NM con  índice mitótico bajo. Las neoplasias 
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con 3 o más mitosis cada 10 CMA se vieron más frecuentemente asociadas a marcaciones 
moderadas y débiles.   
La  relación  entre  la  distribución  de  la  IM  de  melan  A  y  las  características 
histopatológicas en las NM cutáneas, así como en las NM orales, se muestra en las tablas 
18 y 19. 
Tabla  18. Distribución  de  la  IM  de melan  A  según  el  tipo  celular,  el  grado  de melanización  y  el  índice 
mitótico en las NM cutáneas 
   IM de melan A 
   Homogénea (n=37)     Heterogénea (n=29) 
   n  %     n  % 
p 
Tipo celular                   
Epitelioide  9  53     8  47  0,694 
Fusiforme  10  59     7  41    
Mixto  18  58     13  42    
Globoso*  0  0     1  100    
Melanización                   
Grado 1  1  50     1  50  0,048 
Grado 2  2  22     7  78    
Grado 3  16  64     9  36    
Grado 4  18  60     12  40    
Índice mitótico 
(mitosis/10CMA)
                 
<3  25  53     22  47  0,460 
≥3  12  63     7  37    
IM: inmunomarcación. CMA: campos de mayor aumento. 
*No incluido en la prueba estadística. 
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Tabla  19. Distribución  de  la  IM  de melan  A  según  el  tipo  celular,  el  grado  de melanización  y  el  índice 
mitótico en las NM orales 
   IM de melan A 
   Homogénea (n=20)     Heterogénea (n=11) 
   n  %     n  % 
p 
Tipo celular                   
Epitelioide  7  78     2  22  ‐ 
Fusiforme  5  83     1  17    
Mixto  8  57     6  43    
Redondo  0  0     2  100    
Melanización                   
Grado 1  2  67     1  33  0,405 
Grado 2  2  40     3  60    
Grado 3  13  72     5  28    
Grado 4  3  60     2  40    
Índice mitótico 
(mitosis/10CMA)                
<3  8  80     2  20  0,260 
≥3  12  57     9  43    
IM: inmunomarcación. CMA: campos de mayor aumento. 
 
Como puede verse en ambas  tablas,  la distribución de  la  IM de melan A  resultó 
independiente  de  la  mayoría  de  las  características  histopatológicas  estudiadas,  a 
excepción del grado de melanización en las NM cutáneas. En estas últimas, la marcación 
homogénea estuvo asociada con los grados de melanización más altos y viceversa. 
Tirosinasa 
De  las  20 NM  analizadas,  sólo  1/9 NM  cutáneas  (11%)  y  1/11 NM  orales  (9%) 
mostraron positividad citoplasmática. La IM fue de intensidad moderada y de distribución 
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heterogénea en  la masa  tumoral  (figura 44 A). En  tres de  las NM  cutáneas  se apreció, 
además, una marcación débil en los melanocitos de la epidermis (figura 44 B). 
 
A 
 
B 
Figura 44. A:  Inmunomarcación de  tirosinasa en un melanoma, con posterior decoloración de  la 
melanina. La  IM es heterogénea y de  intensidad moderada en el citoplasma de  las células tumorales (obj. 
40x). B: Melanocitos de la epidermis positivos a tirosinasa (obj. de 40x). 
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Debido  al  hallazgo  de  tan  escasa  proporción  de  NM  positivas,  se  decidió  no 
aumentar  la  cantidad  de  casos  a  estudiar más  allá  de  los  utilizados  para  los  estudios 
preliminares.  
La  técnica  utilizada  para  la  detección  de  tirosinasa  se  presenta  en materiales  y 
métodos y en el anexo II. 
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ESTUDIOS INMUNOCITOQUÍMICOS 
Vimentina, proteína S100 y melan A 
La  frecuencia  con  que  se  dispuso  de  extendidos  resultó  insuficiente  para  la 
estandarización  de  la  técnica,  dado  que  se  encontraron  dificultades  en  la  epata  de 
fijación. 
La  cantidad  de  células,  así  como  la morfología  celular  post  fijación,  resultaron 
adecuadas.  Mediante  la  fijación  se  logró,  además,  remover  fluidos  proteináceos  y 
eritrocitos  que  pudieran  generar  coloración  de  fondo.  Sin  embargo,  sólo  en  contados 
casos se obtuvo una adhesión suficiente de  las células al portaobjetos que asegurara su 
permanencia en cantidad y calidad hasta finalizar el proceso de inmunomarcación.  
Tampoco se  logró una adecuada conservación de  la antigenicidad ya que, en  los 
casos  en  que  las  células  permanecieron  adheridas  al  portaobjetos  hasta  finalizar  la 
inmunomarcación, la misma resultó negativa para los tres anticuerpos evaluados. 
Los  detalles  de  las  pruebas  realizadas  se  presentan  en materiales  y métodos  y 
anexo IV. 
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ESTUDIOS INMUNOHISTOQUÍMICOS CUANTITATIVOS 
Proliferación: IP‐PCNA e IP‐Ki67 
De  total  de  las  NM  cutáneas  analizadas,  71/71  (33  melanocitomas  y  38 
melanomas) fueron positivas a PCNA y 54/71 (25 melanocitomas y 29 melanomas) fueron 
positivas a Ki67. En las NM orales, 43/43 fueron positivas a PCNA y 32/43 fueron positivas 
a Ki67.  
Se observó marcación nuclear de intensidad variable en las células neoplásicas. Las 
células  en mitosis mostraron  positividad  citoplasmática  a  PCNA  y  cromosómica  a  Ki67 
(figuras 45 y 46). 
 
 
Figura 45. Inmunomarcación de PCNA en un melanoma, con posterior  decoloración de la melanina  
(obj. 40x). 
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Figura 46. Inmunomarcación de Ki67 en un melanoma, con posterior  decoloración de la melanina  
(obj. 40x). 
 
La distribución de la IM de PCNA fue siempre homogénea, mientras que la de Ki67 
fue  homogénea  en  algunas  neoplasias  y  heterogénea  en  otras.  Ocasionalmente,  se 
detectó positividad nuclear a PCNA en células endoteliales, células inflamatorias y células 
del tejido conjuntivo. En  la mayor parte de  los casos, el  IP‐PCNA resultó más alto que el 
IP‐Ki67 en una misma neoplasia.  
Los  índices de proliferación para ambos marcadores en  las NM cutáneas y orales 
se muestran en las figuras 47 y 48. 
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Figura 47. Índices de proliferación (IP) para PCNA en las NM cutáneas y orales. 
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Figura 48. Índices de proliferación (IP) para Ki67 en las NM cutáneas y orales. 
 
El  IP‐PCNA promedio  fue de 28,1 ± 3,5  (ESM) en melanocitomas, de 33,2 ± 3,4 
(ESM) en melanomas  cutáneos  y de  40,2  ±  2,9  (ESM) en melanomas orales.  El  IP‐Ki67 
promedio fue de 12,4 ± 2,6 (ESM) en melanocitomas, de 14,6 ± 2,7 (ESM) en melanomas 
cutáneos y de 9,8 ± 1,7 en melanomas orales. Dado que  los  IP para ambos marcadores 
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fueron  prácticamente  similares  en  melanocitomas  y  melanomas  cutáneos,  no  se 
observaron diferencias  significativas entre  los mismos  (tabla 20). El  IP‐PCNA en  las NM 
orales fue significativamente superior al correspondiente tanto a melanocitomas como a 
melanomas  cutáneos  (p<0,001), no  así  el  IP‐Ki67 que,  al  contrario de  lo  esperado,  fue 
menor al observado en  las neoplasias cutáneas. Sin embargo, ambos  índices,  IP‐PCNA e 
IP‐Ki67, mostraron una correlación moderada y significativa, tanto en las NM cutáneas (r 
= 0,41; p = 0,001) como en melanomas orales (r=0,65; p<0,001) (figura 49).  
 
                                  
 
Figura 49. Correlación de los IP en las NM cutáneas (izquierda) y en las NM orales (derecha). 
 
La relación de los IP en las NM con las características clinicopatológicas se muestra 
en las tablas 20 y 21.   
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Tabla  20.  Índices  de  proliferación  (IP)  para  PCNA  y  Ki67  en  las  NM  cutáneas  según  las  características 
clinicopatológicas 
   IP‐PCNA     IP‐Ki67    
  n  Media ± ESM  p  n  Media ± ESM  p 
Diagnóstico HP                   
Melanocitoma  33  28,1 ± 3,5  0,294  25  11,8 ± 3,1  0,497 
Melanoma  38  33,2 ± 3,4    29  13,2 ± 3,6   
Localización                   
Digital  49  32,6 ± 4,9  0,622  17  12,6 ± 3,5  0,681 
Otra  22  29,9 ± 2,8    37  14, 0± 2,3   
Diámetro mayor                
≤ 2  30  34,8 ± 2,9  0,407  22  12,1 ± 2,6  0,197 
> 2  21  30,3 ± 4,8    17  17,8 ± 4,1   
NC (20)             
Ulceración                   
Presencia  20  38,7 ± 5,0  0,041  18  17,8 ± 3,9  0,142 
Ausencia  51  27,7 ± 2,7    36  11,4 ± 2,0   
Actividad en la UDE                   
Presencia  28  25,7 ± 2,9   0,091  19  6,35 ± 1,8  0,001 
Ausencia  33  34,8 ± 24,2    27  18,0 ± 2,8    
NE (10)                   
Tipo celular                   
Epitelioide  20  33,4 ± 5,1  0,293  15   13,8 ± 3,2   0,366 
Fusiforme  18  24,2 ± 4,3    14  9,9 ± 3,1    
Mixto  32  33,1 ± 3,7    24  15,8 ± 3,3   
Globoso  1  26,1*    1  7,1*   
Melanización                   
Grado 1  6  39,9 ± 11,5  0,181  5  25,4 ± 8,5   0,185 
Grado 2  13  34,5 ± 4,7    9  16,9  ± 5,6   
Grado 3  25  23,8 ± 3,5     16  9,8 ± 2,9    
Grado 4  27  33,4 ± 4,3     24  12,3 ± 2,5   
Índice mitótico 
(mitosis/10 CMA)                
< 3  50  28,0 ± 2,8   0,080  38  11.2 ± 2,2   0,010 
≥ 3  21  37,4 ± 4,5     16  18,8 ± 3,4     
ESM:  error  estándar  de  la  media.  HP:  histopatológico.  NC:  no  consignado.  UDE:  unión  dermoepidérmica.  NE:  no 
evaluable. CMA: campos de mayor aumento.  
*No incluido en la prueba estadística. 
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Tabla  21.  Índices  de  proliferación  (IP)  para  PCNA  y  Ki67  en  las  NM  orales  según  las  características 
clinicopatológicas 
   IP‐PCNA     IP‐Ki67    
   n  Media ± ESM  p  n  Media ± ESM  p 
Localización                   
Encía/paladar  32  38,7 ± 3,3  0,505  25  9,6 ± 1,8  0,215 
Carrillo  5  47,6 ± 10,3     3  17,5 ± 9,1    
Labio  5  46,4 ± 8,7     3  3,5 ± 2,0    
NC (1)                   
Diámetro mayor                
≤ 3  14  38,5 ± 3,5  0,980  13  7,7 ±2,0   0,430 
> 3  14  38,6 ± 6,3     11  13,2 ± 3,9     
NC (15)                   
Ulceración                   
Presencia  10  46,9 ± 8,2  0,205  7  15,4 ± 4,3   0,051 
Ausencia  33  38,1 ± 29     25  8,2 ± 1,7     
Tipo celular                   
Epitelioide  14  37,7 ± 5,9  0,807  9  10,3 ± 3,9   0,655 
Fusiforme  11  42,3 ± 6,7     9  11,9 ± 3,4     
Mixto  16  41,9 ± 4,1     13  8,4 ± 2,3    
Redondo *  2  31,0 ± 1,0     1  1,0    
Melanización                   
Grado 1  12  35,1 ± 4,2   0,187  7  9,1 ±2,5   0,813 
Grado 2  6  29,6 ± 6,1     5  5,7 ±1,9    
Grado 3  20  43,6 ± 4,58     15  10,6 ± 2,7     
Grado 4  5  50,9 ± 8,7      5  12,5 ± 6,3     
Índice mitótico 
(mitosis/10 CMA)                
< 3  16  37,7 ± 5,4  0,525  11  9,9 ± 2,5   0,982 
≥ 3  27  41,6 ± 3,45     21  9,8 ± 2,3    
ESM: error estándar de la media.  NC: no consignado. CMA: campos de mayor aumento.  
*No incluido en la prueba estadística. 
 
Como puede verse en ambas tablas, los índices de proliferación para PCNA y Ki67 
resultaron  independientes  de  la  mayor  parte  de  las  variables  clinicopatológicas 
estudiadas.  No  obstante,  en  las  NM  que  presentaron  ulceración,  el  IP‐PCNA  fue 
significativamente más alto que en aquellas que no la presentaron. Si bien ambos índices 
resultaron llamativamente bajos en las NM con actividad en la unión dermoepidérmica y 
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en aquellas con menor índice mitótico, sólo el IP‐Ki67 mostró asociación significativa con 
dichas variables. 
Vascularización: AE y DMV  
Se observó positividad citoplasmática en las células endoteliales inmunorreactivas. 
Dicha positividad, además de detectarse en vasos bien definidos,  se observó en células 
endoteliales aisladas o agrupadas, formando nidos o en cordones (figura 50). En algunos 
casos  se  detectó  una  coloración  inespecífica  de  fondo,  de  intensidad  leve. 
Ocasionalmente, se apreciaron vasos negativos. 
 
 
Figura 50. Inmunomarcación de factor de von Willebrand en un melanoma, con posterior 
decoloración de la melanina (obj. 20x). 
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Los resultados de la estimación del AE y de la DMV en las NM cutáneas y orales se 
muestran en las figuras 51 y 52.  
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0
2
4
6
8
10
AE
 
Figura 51. Área endotelial (AE) en las NM cutáneas y orales. 
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Figura 52. Densidad de microvasos (DMV) en las NM cutáneas y orales. 
 
El AE promedio observada en melanocitomas  (1,5 ± 0,14)  fue  significativamente 
más baja que la correspondiente a melanomas cutáneos (2,6 ± 0,2) y a melanomas orales 
(2,4  ±  0,3)  (p  =  0,001).  Lo  mismo  sucedió  con  la  DMV,  la  cual  fue  129  ±  14  en 
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melanocitomas, de 191 ± 16 en melanomas cutáneos y de 208 ± 16 en melanomas orales 
(p  =  0,003).  Ambos  parámetros  mostraron  una  correlación  moderada  y  altamente 
significativa,  tanto en  las NM cutáneas  (r = 0,54 p < 0,001) como en  las NM orales  (r = 
0,63; p < 0,001) (figura 53). 
 
                   
 
 Figura 53. Correlación del AE y la DMV en las NM cutáneas (izquierda) y orales (derecha). 
 
 
La relación del AE y de la DMV con las características clinicopatológicas en las NM 
cutáneas y orales se muestra en las tablas 22 y 23. 
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Tabla 22. Área endotelial (AE) y densidad de microvasos (DMV) en las NM cutáneas según las características 
clinicopatológicas 
   AE     DMV    
   n  Media ± ESM  p  n  Media ± ESM  p 
Diagnóstico HP                   
Melanocitoma  36  1,5 ± 0,1  <0,001  36  129 ± 14  0,002 
Melanoma  40  2,6 ± 0,2     40  191 ± 16    
Localización                   
Digital  22  2,5 ± 0,3  0,045  22  213 ± 23  0,004 
Otra  54  1,9 ± 0,2     54  141 ± 12    
Diámetro mayor                
≤ 2  31  1,7 ± 0,2  0,054  31  147 ± 17  0,303 
> 2  22  2,4 ± 0,3     22  168 ± 21    
NC (23)                   
Ulceración                   
Presencia  21  2,2 ± 0,3  0,796  21  165 ± 18   ‐ 
Ausencia  55  2,0 ± 0,2     55  160 ± 14    
Actividad en la UDE                
Presencia  30  1,6 ± 0,2   0,031  30  133 ± 15   0,046 
Ausencia  35  2,3 ± 0,2     35  179 ± 17     
NE (11)                   
Tipo celular                   
Epitelioide  23  1,9 ± 0,2  0,061  23  162 ± 19  0,738 
Fusiforme  19  1,7 ± 0,3     19  157 ± 25     
Mixto  33  2,4 ± 0,2     33  169 ± 17    
Globoso*  1  1,3     1  38    
Melanización                   
Grado 1  6  2,5 ± 0,8   0,682  6   152 ± 38   0,203 
Grado 2  13  1,9  ± 0,4     13  112 ± 65     
Grado 3  29  2,0 ± 0,2      29  168 ± 17    
Grado 4  28  2,1 ± 0,2      28  180 ± 41    
Índice mitótico 
(mitosis/10 CMA)                   
< 3  55  2,0 ± 0,2   0,193  55  161 ± 14   ‐ 
≥ 3  21  2,3 ± 0,2     21  163 ± 17    
ESM:  error  estándar  de  la  media.  HP:  histopatológico.  NC:  no  consignado.  UDE:  unión  dermoepidérmica.  NE:  no 
evaluable. CMA: campos de mayor aumento.  
*No incluido en la prueba estadística. 
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Tabla 23. Área endotelial (AE) y densidad de microvasos (DMV) en  las NM orales según  las características 
clinicopatológicas  
   AE     DMV    
   n  Media ± ESM  p  n  Media ± ESM  p 
Localización                   
Encía/paladar  32  2,3 ± 0,4  0,334  32  202 ± 24  0,123 
Carrillo  5  2,3 ± 0,6     5  155 ± 30    
Labio  5  2,7 ± 0,2     5  294 ± 46    
NC (1)                   
Diámetro mayor                
≤ 3  14  2,1 ± 0,3  0,662  14  213 ± 29  0,945 
> 3  14  3,1 ± 0,7     14  241 ± 42     
NC (15)                   
Ulceración                   
Presencia  10  3,2 ± 0,7  0,082  10  247 ± 50   0,472 
Ausencia  33  2,2 ± 0,3     33  197 ± 21     
Tipo celular                   
Epitelioide  14  2,2 ± 0,6  0,379  14  230 ± 47   0,528 
Fusiforme  11  2,6 ± 0,4     11  178 ± 29     
Mixto  16  2,5 ± 0,5     16  221 ± 37    
Redondo *  2  2,5 ± 0,9     2  117 ± 21    
Melanización                   
Grado 1  12  2,0 ± 0,3   0,097  12  159 ± 24   0,149 
Grado 2  6  2,6 ± 1,5     6  229 ± 41    
Grado 3  20  2,1 ± 0,5     20  200 ± 29     
Grado 4  5  4,4 ± 1,1      5  335 ± 86     
Índice mitótico 
(mitosis/10 CMA)                
< 3  16  2,0 ± 0,3  0,489  16  199 ± 27   0,959 
≥ 3  27  2,7 ± 0,4     27  214 ± 27    
ESM: error estándar de la media.  NC: no consignado. CMA: campos de mayor aumento.  
*No incluido en la prueba estadística. 
 
Relación del AE y la DMV con los marcadores de proliferación celular 
Se  observó  una  correlación  baja  y  no  significativa  del  AE  y  de  la DMV  con  los 
índices de proliferación   para PCNA y Ki67,  tanto en  las NM cutáneas como en  las NM 
orales. 
 
 
89 
 
Invasión: MMP‐2 
No se observó inmunorreactividad a metaloproteinasa 2 de la matriz en las 11 NM 
primarias y secundarias evaluadas. La técnica utilizada para su detección se presenta en 
materiales y métodos y en el anexo II.  
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ESTUDIO DE SUPERVIVENCIA 
Contando con la colaboración de los médicos veterinarios clínicos que mantienen 
contacto con el Servicio de Anatomía Patológica de  la Cátedra de Patología Especial, fue 
posible obtener  información sobre el tiempo de supervivencia en el 48% (61/127) de  los 
casos estudiados (39 NM cutáneas y 22 NM orales).  
Aspectos clinicopatológicos 
Los datos de supervivencia de los pacientes con NM cutáneas y orales se resumen 
en la tabla 24. 
Tabla 24. Supervivencia de los pacientes con NM cutáneas y orales 
      Supervivencia       
   Larga (> 8 m)     Intermedia (4 a 8 m)     Corta (<4 m)    
   n  %             n            %     n  %    
Diagnóstico HP                            
Melanocitomas c.  18  100             0            0     0  0    
Melanomas c.  14  67             2           10     5  24    
Melanomas o.  8  36             6           27     8  36    
Total  40  66             8           13     13  21    
HP: histopatológico. m: meses. c: cutáneos. o: orales. 
 
En  lo  que  respecta  a  las  NM  cutáneas,  el  95%  (17/18)  de  los  pacientes  con 
melanocitoma se encontró libre de la enfermedad al finalizar el período de seguimiento, 
mientras que un animal murió a  los 9 meses de  realizado el diagnóstico por causas no 
relacionadas con la neoplasia.  
El  62%  (13/21)  de  los  pacientes  con  melanoma  permaneció  vivo  hasta  la 
finalización del período de  seguimiento. De ellos, el 85%  (11/13)  se mantuvo, además, 
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libre  de  la  enfermedad.  El  38%  (8/21)  restante murió  por  causas  relacionadas  con  la 
enfermedad antes de los 12 meses.  
En las NM orales, sólo el 32% (7/22) de los pacientes permaneció vivo al finalizar el 
período de seguimiento. El 68 %  restante  (15/22) murió por causas  relacionadas con  la 
enfermedad en un lapso que no superó los 6 meses en la mayor parte de los casos. De los 
pacientes  que  permanecieron  vivos  hasta  finalizar  el  seguimiento,  el  57%  (4/7) 
experimentó  recidivas en el período, mientras que 43%  (3/7)  restante permaneció  libre 
de la enfermedad durante al menos los dos años posteriores al diagnóstico.  
En la mayor parte de los pacientes con melanomas cutáneos u orales se practicó la 
eutanasia debido a la comprobación de metástasis y al deterioro evidente de la calidad de 
vida. 
En  la  figura  54  se  aprecian  claramente  las  diferencias  en  la  probabilidad  de 
supervivencia en melanocitomas cutáneos, melanomas cutáneos y melanomas orales. 
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Figura 54. Función estimada de supervivencia para las NM cutáneas y orales. 
 
En  lo que respecta a  las características clinicopatológicas,  la supervivencia en  las 
NM cutáneas se asoció con la localización, la ulceración, el diagnóstico histopatológico, la 
actividad en la unión dermoepidérmica y el índice mitótico (tabla 25).  
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Tabla 25. Relación de la supervivencia con las características clinicopatológicas en las NM cutáneas 
      Supervivencia          
    Larga     Intermedia‐corta    
   n  %     n  %     p 
Sexo                      
Macho  13  87     2  13     0,685 
Hembra  19  79     5  21       
Edad                      
≤ 8  16  84     3  16     ‐ 
≥ 9  15  79     4  21       
NC (1)                      
Localización                      
Digital  5  50     5  50     0,009 
Otra  27  93     2  7       
Diámetro mayor                      
≤ 2  19  95     1  5     0,076 
> 2  6  67     3  33       
NC (10)                      
Ulceración                      
Presencia  5  56     4  44     0,008 
Ausencia  27  93     1  3       
NC (2)                      
Diagnóstico HP                      
Melanocitoma  18  100     0  0     0,007 
Melanoma  14  67     7  33       
Actividad en la UDE                   
Presencia  19  100     0  0     0,003 
Ausencia  8  57     6  43       
NE (6)                      
Tipo celular                      
Epitelioide  8  73     3  27     ‐  
Fusiforme  8  100     0  0       
Mixto  16  80     4  20       
Melanización                      
Grado 1  2  67     1  33     0,626 
Grado 2  6  75     2  25       
Grado 3  9  75     3  25       
Grado 4  15  94     1  6       
Índice mitótico 
(mitosis/10 CMA)                      
< 3  27  100     0  0     <0,001 
≥ 3  5  42     7  58       
NC:  no  consignado.  HP:  histopatológico.  UDE:  unión  dermoepidérmica.  NE:  no  evaluable.  CMA:  campos  de mayor 
aumento. 
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En las neoplasias localizadas en los dedos, la probabilidad de supervivencia resultó 
menor. Lo mismo sucedió con aquellas que presentaron ulceración, ausencia de actividad 
en  la unión dermoepidérmica  y 3 o más mitosis  cada diez  campos de mayor  aumento 
(figuras 55 a 58). 
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Figura 55. Función estimada de supervivencia para las NM cutáneas según su localización. 
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Figura 56. Función estimada de supervivencia para las NM cutáneas según la presencia o ausencia 
de ulceración. 
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Figura 57. Función estimada de supervivencia para las NM cutáneas según la presencia o ausencia 
de actividad en la UDE (unión dermoepidérmica). 
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Figura 58. Función estimada de supervivencia para las NM cutáneas según el índice mitótico. 
 
Cabe  resaltar  que,  a  pesar  de  la  ausencia  de  significación  estadística  entre  la  
supervivencia y el tipo celular, todos los pacientes con NM cutáneas de células fusiformes 
permanecieron libres de la enfermedad al finalizar el período de seguimiento. 
En las NM orales, la supervivencia resultó independiente de la mayor parte de las 
características  clinicopatológicas  analizadas,  a  excepción  del  tamaño  de  la  neoplasia 
(tabla 26).  
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Tabla 26. Relación de la supervivencia con las características clinicopatológicas en las NM orales 
     Supervivencia          
    Larga     Intermedia‐corta    
   n  %     n  %     p 
Sexo                      
Macho  7  50     7  50     0,149 
Hembra  1  13     7  87       
Edad                      
≤ 10  5  42     7  58     0,674 
≥ 10  3  30     7  70       
Localización                      
Encía/paladar  5  33     11  73     ‐  
Carrillo  2  67     1  33       
Labio  1  50     1  50       
NC (1)                      
Diámetro mayor                      
≤ 3  5  56     4  44     0,033 
> 3  0  0     7  100       
NC (6)                      
Ulceración                      
Presencia  1  14     6  86     0,193 
Ausencia  7  47     8  53       
Tipo celular                      
Epitelioide  4  50     4  50      ‐ 
Fusiforme  0  0     6  100       
Mixto  4  50     4  50       
Melanización                      
Grado 1  5  63     3  37     0,074 
Grado 2  1  50     1  50       
Grado 3  2  22     7  78       
Grado 4  0  0     3  100       
Índice mitótico 
(mitosis/10 CMA)                      
< 3  2  22     7  78     0,380 
≥ 3  6  46     7  54       
NC: no consignado. CMA: campos de mayor aumento. 
 
Como puede verse en la figura 59, las NM orales cuyo diámetro mayor superó los 
3 cm, se asociaron con una supervivencia menor. 
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Figura 59. Función estimada de supervivencia para las NM orales en relación a su tamaño. 
 
Vimentina, proteína S100, melan A 
El  tiempo  de  supervivencia  de  los  pacientes  con NM  cutáneas  y  orales  resultó 
independiente de las características de la IM de vimentina y proteína S100, así como de la 
mayor parte de  las  características de  la  IM de melan A.  Sólo  se detectaron diferencias 
significativas en la supervivencia de los pacientes con NM cutáneas en función del patrón 
citoplasmático de marcación de melan A (tabla 27).  
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Tabla 27. Relación de la supervivencia con las características de la IM de melan A en las NM cutáneas 
             Supervivencia          
Melan A      Larga     Intermedia‐corta    
      n  %     n  %     p 
Inmunomarcación                         
Positiva     27  82     6  18     ‐ 
Negativa     4  80     1  20       
Distribución                         
Homogénea     14  74     5  26     0,208 
Heterogénea     13  93     1  7       
Intensidad                         
Fuerte     14  93     1  7     0,186 
Moderada‐débil     13  72     5  28       
Patrón citoplasmático                         
Difuso    26  90     3  10     0,013 
Polar     1  25     3  75       
 
En  la  figura  60  se  aprecia  claramente  que  las NM  con  IM  polar  de melan A  se 
asociaron a una supervivencia menor respecto de aquellas con IM difusa. 
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Figura 60. Función estimada de supervivencia para las NM cutáneas según el patrón citoplasmático 
de IM de melan A. 
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Contrariamente a  lo observado en  las NM cutáneas,  las NM orales no mostraron 
variaciones en el tiempo de supervivencia de acuerdo con  las características de  la IM de 
melan A (tabla 28). 
Tabla 28. Relación de la supervivencia con las características de la IM de melan A en las NM orales 
         Supervivencia          
Melan A      Larga     Intermedia‐corta    
      n  %     n  %     p 
Inmunomarcación                       ‐  
Positiva     5  36     9  64       
Negativa     3  37     5  63       
Distribución                                ‐ 
Homogénea     4  36     7  64       
Heterogénea     1  33     2  67       
Intensidad                         
Fuerte     4  36     7  64     ‐  
Moderada‐débil     1  33     2  67       
Patrón citoplasmático                         
Difuso    4  36     7  64     ‐ 
Polar     1  33     2  67       
 
IP‐PCNA e IP‐Ki67 
El  IP‐PCNA promedio, así como el  IP‐Ki67 promedio,  fueron más altos en  las NM 
cutáneas  y  orales  de  los  pacientes  con  supervivencia  intermedia‐corta,  aunque  éstas 
diferencias alcanzaron significación estadística únicamente en el caso del IP‐PCNA en  las 
NM cutáneas (tablas 29 y 30).  
Tabla  29.  Indices  de  proliferación  (IP)  para  PCNA  y  Ki67  según  el  tiempo  de  supervivencia  en  las  NM 
cutáneas 
   IP‐PCNA     IP‐Ki67    
   n  Media ± ESM  p  n  Media ± ESM  p 
Supervivencia                   
Larga  26  33,1 ± 4,2  0,010  25  13,4 ± 3,3  0,313 
Intermedia‐corta  7  57,0 ± 6,5     7  17,9 ± 5,2    
ESM: error estándar de la media. 
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Tabla 30. Indices de proliferación (IP) para PCNA y Ki67 según el tiempo de supervivencia en las NM orales 
   IP‐PCNA     IP‐Ki67    
   n  Media ± ESM  p  n  Media ± ESM  p 
Supervivencia                   
Larga  8  39,5 ± 6,5  0,472  8  7,4 ± 3,9  0,285 
Intermedia‐corta  14  46,7 ± 6,1     14  12,7 ± 3,2    
ESM: error estándar de la media. 
Independientemente  del  grado  de  significación  estadística,  las  diferencias  más 
grandes  entre  los  grupos  de  supervivencia  se  observaron  en  el  IP‐PCNA  de  las  NM 
cutáneas  y  en  el  IP‐Ki67  de  las  NM  orales.  En  ellos,  los  casos  con  supervivencia 
intermedia‐corta  mostraron  índices  de  proliferación  de  casi  el  doble  del  valor 
correspondiente a los casos con supervivencia larga. Estas diferencias resultaron aún más 
notables en el análisis de supervivencia cuando se utilizaron valores de corte para ambos 
marcadores.  Los  valores  de  corte  que  permitieron  agrupar  correctamente  al  mayor 
número de pacientes dentro de uno u otro grupo de supervivencia fueron 50 para PCNA 
(valor cercano a  la media del grupo de pacientes con supervivencia  larga), y 7 para Ki67 
(valor correspondiente a  la media del grupo de pacientes con supervivencia  intermedia‐
corta).  Los  pacientes  con  NM  cutáneas  con  IP‐PCNA  menores  a  50  mostraron  una 
supervivencia significativamente superior respecto de aquellos con IP‐PCNA superiores a 
50 (figura 61).  
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Figura 61. Función estimada de supervivencia para las NM cutáneas de acuerdo con el IP‐PCNA. 
 
Algo  similar  sucedió  con  las NM orales, en  las que  se halló una probabilidad de 
supervivencia claramente mayor en aquellos pacientes cuyas neoplasias mostraron un IP‐
Ki67 menor o igual a 7 (figura 62).  
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Figura 62. Función estimada de supervivencia para las NM orales de acuerdo con el IP‐Ki67. 
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AE y DMV 
En  las NM cutáneas, no se halló relación entre el AE y  la DMV ya que  los valores 
promedio para ambos  resultaron similares entre  los dos grupos de supervivencia  (tabla 
31). 
Tabla 31. Área endotelial (AE) y densidad de microvasos (DMV) según el tiempo de supervivencia en las NM 
cutáneas 
   AE     DMV    
   n  Media ± ESM  p  n  Media ± ESM  p 
Supervivencia                   
Larga  30  2,1 ± 0,2  0,805  30  147 ± 16   0,815 
Intermedia‐corta  7  2,2 ± 0,2     7  139 ± 10    
ESM: error estándar de la media. 
En  las NM orales,  los  valores promedio del AE  y de  la DMV  fueron  ligeramente 
superiores en los casos con supervivencia intermedia‐corta, pero sin alcanzar diferencias 
significativas respecto de los casos con supervivencia larga (tabla 32). 
 
Tabla 32. Área endotelial (AE) y densidad de microvasos (DMV) según el tiempo de supervivencia en las NM 
orales 
   AE     DMV    
   n  Media ± ESM  p  n  Media ± ESM  p 
Supervivencia                   
Larga  8  2,1 ± 0,3  0,608  8  194 ± 29  0,428 
Intermedia‐corta  14  2,9 ± 0,6     14  235 ± 34    
ESM: error estándar de la media. 
Tampoco  se encontraron valores de  corte para el AE o  la DMV que permitieran 
agrupar  adecuadamente  a  las  NM  cutáneas  y  orales  en  función  del  tiempo  de 
supervivencia de los pacientes.  
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ESTUDIO HISTOPATOLÓGICO, ASPECTOS CLÍNICOS Y DE LA RESEÑA 
Las NM cutáneas en este estudio fueron más frecuentes que las NM orales, lo que 
concuerda  con  lo  comunicado  por  algunos  autores,  quienes  afirman  que  el  mayor 
porcentaje de estas neoplasias ocurre en la piel (2, 6, 17).  
Existen  discrepancias  acerca  de  una  posible  predisposición  racial.  En  relación  a 
ello, es  importante considerar que buena parte de  los hallazgos en  lo que respecta a  la 
frecuencia de NM según la raza esté sujeta a las características de la población canina de 
cada  región. Por ello parece  razonable encontrar  sólo  coincidencias parciales entre  los 
diferentes estudios. En los casos aquí estudiados, y en coincidencia con estudios previos, 
los  animales mestizos  estuvieron  sobrerrepresentados,  así  como  aquellos  de  las  razas 
Ovejero Alemán y Rottweiler (15, 107). Resultó  llamativa  la frecuencia de NM cutáneas, 
predominantemente  benignas,  en  animales  de  la  raza  Doberman,  así  como  el  alto 
porcentaje de NM malignas en caninos de  la raza Rottweiler. Curiosamente, Bolon y col. 
encontraron en la primera un predominio de NM benignas (108). Asimismo, Ramos Vara y 
col. hallaron una frecuencia de NM orales menor de la esperada en la raza Doberman y, al 
igual  que  lo  observado  en  nuestro  estudio,  encontraron  a  las  razas  Cocker  Spaniel  y 
Pequinés  significativamente  sobrerrepresentadas  en  el  grupo  de  las  NM  orales  (15). 
También se ha postulado que los animales de piel y mucosas intensamente pigmentadas 
presentan el mayor riesgo de padecer NM (2, 3, 15, 16). En coincidencia con ello, las razas 
mayoritariamente  afectadas  en  nuestro  estudio  fueron  aquellas  de  piel  y/o  mucosas 
pigmentadas.  
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La  cantidad de hembras y machos en el estudio  fue  similar, aunque  los machos 
mostraron  una  incidencia  de  melanomas  ligeramente  superior  a  la  observada  en  las 
hembras. La proporción de machos y hembras afectados por éstos últimos fue de 1,2:1 en 
las NM cutáneas y 1,4:1 en las NM orales, pero sin encontrarse diferencias significativas al 
respecto. Varios estudios han detectado una mayor proporción de machos afectados por 
melanomas  (3,  20,  21,  110,  111,  109),  pero  otros,  en  coincidencia  con  nuestros 
resultados, no hallaron predilección por sexo (2, 15, 107, 108).  
La  edad  promedio  de  presentación  de  las NM melanocíticas  cutáneas  coincidió 
con  la  comunicada  por  otros  autores  (2,  76,  107).  La  frecuencia  del  diagnóstico  de 
melanocitomas  y  melanomas  cutáneos  en  animales  mayores  y  menores  de  la  edad 
promedio  de  presentación  fue  similar,  no  observándose  diferencias  significativas  al 
respecto.  
En  las  NM  orales,  la  edad  promedio  de  presentación  hallada  en  este  estudio, 
ligeramente  superior  a  la  observada  en  las  NM  cutáneas,  también  coincidió  con  los 
resultados de estudios precedentes (15, 20, 21, 107).  
La  mayor  parte  de  los  autores  coincide  en  afirmar  que  los  sitios  más 
frecuentemente afectados por  las NM cutáneas son, con  ligeras variaciones en el orden 
de  frecuencia,  la  cabeza  (especialmente  los  párpados),  el  tronco  y  las  extremidades 
(incluyendo a los dedos) (6, 14, 16), tal como ha sido observado en nuestro estudio. En las 
NM  orales,  la  encía  y  la  mucosa  labial  se  citan  como  los  sitios  de  localización  más 
frecuentes  (3,  15,  17,  20,  21).  En  nuestro  caso,  la  encía  fue  seguida  en  orden  de 
frecuencia por el paladar y por la mucosa labial en tercer lugar.  
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Existe evidencia de que  las NM caninas se encuentran entre  las pocas neoplasias 
animales  en  las  que  la  localización  anatómica  es  un  indicador  pronóstico. Así  como  la 
mucosa oral es asiento frecuente de NM malignas, el lecho ungular también lo es (16, 23, 
76,  107,  112,  113,  114).  Si  bien  en  este  estudio  no  se  dispuso  de  datos  acerca  de  la 
localización precisa de las NM digitales, se contrastaron las características del conjunto de 
las NM digitales con aquellas de  las NM cutáneas de otras  localizaciones. Al  igual que  lo 
observado  por  otros  autores, más  del  80%  de  las  neoplasias  digitales  correspondió  a 
melanomas, proporción significativamente mayor a la observada para las NM cutáneas de 
otras  localizaciones  (17,  76,  107,  112,  113).  Asimismo,  en  estas  últimas,  los 
melanocitomas resultaron claramente más frecuentes, tal como ha sido descripto (16, 23, 
77). 
El  diámetro  mayor  promedio  para  las  NM  cutáneas  y  orales  (2,7  y  4,3, 
respectivamente) concuerda con los descripciones de la bibliografía (15, 16, 18). Se halló 
una  asociación  significativa  entre  el  tamaño  de  las  NM  cutáneas  y  el  diagnóstico 
histopatológico;  la mayor parte de  los melanocitomas no superó  los 2 cm de diámetro, 
mientras que sí lo hizo la mayoría de los melanomas. 
A pesar de que  la ulceración  fue un hallazgo más común en melanomas que en 
melanocitomas, esta última resultó  independiente del diagnóstico histopatológico en  las 
NM cutáneas. La  influencia de este criterio, así como del tamaño de  las NM cutáneas y 
orales en el pronóstico sigue siendo controvertida (3, 6, 17, 77, 107). 
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Entre  las NM cutáneas,  se diagnosticó  la misma proporción de melanocitomas y 
melanomas. En  contraste  con ello, algunos autores han  comunicado una  frecuencia de 
melanocitomas de dos a cuatro veces superior a la de melanomas (16, 23, 112)  
En lo que respecta a las NM orales, prácticamente todas fueron clasificadas como 
melanomas.  Estos  hallazgos  coinciden  con  los  de  la  bibliografía  ya  que,  como  se 
mencionaba  anteriormente,  la  localización  oral  en  las  NM  ha  sido  asociada  con  un 
comportamiento maligno  (3,  15,  17,  18,  76,  114,  115).  Sin  embargo,  se  han  descripto 
melanocitomas  o  “NM  bien  diferenciadas”  en  la  mucosa  oral  (21,  76,  78),  las  que 
exhibieron un comportamiento acorde con su aspecto histológico benigno.  
Tanto en medicina veterinaria como en medicina humana, la diferenciación entre 
NM benignas y malignas mediante el estudio histopatológico convencional puede resultar 
compleja en algunos casos  (16,23, 26, 28, 116, 117). Este  fue el caso del 3% de  las NM 
cutáneas y del 2% de las NM orales en nuestro estudio. Tres NM cutáneas y 1 NM oral no 
pudieron  ser  clasificadas  como  melanocitomas  o  melanomas  ya  que  presentaban 
características histológicas “intermedias” entre ambos, no orientativas hacia uno u otro 
tipo de neoplasia. Como es bien conocido, el diagnóstico asertivo de  la neoplasia reviste 
fundamental  importancia al momento de elegir un tratamiento adecuado así como para 
la formulación del pronóstico. Para el caso particular de la diferenciación de NM benignas 
y  malignas  se  ha  descripto  la  utilidad  diagnóstica  de  técnicas  complementarias, 
especialmente de la inmunohistoquímica (27, 35, 73, 81, 118, 119, 120). 
La  presencia  de  actividad  en  la  unión  dermoepidérmica  se  evaluó  en  las  NM 
cutáneas. La mayor parte de los melanocitomas en este estudio presentó actividad en la 
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unión  dermoepidérmica,  tal  como  ha  sido  descripto  (14,  16,  83).  Más  aún,  ambas 
variables  se  hallaron  significativamente  asociadas.  Esta  característica  resultó  menos 
frecuente en melanomas.  
La distribución de los tipos celulares en las NM varía entre los diferentes trabajos, 
aunque  todos  coinciden  en  que  los  tipos  mixto,  epitelioide  y  fusiforme  son  los  más 
comunes. En las NM cutáneas, las neoplasias de tipo celular mixto se han citado como las 
más  frecuentes,  tal  como  se  observó  en  nuestro  trabajo  (16).  En  las  NM  orales,  en 
coincidencia con lo hallado por Ramos Vara y col., también predominaron las NM de tipo 
celular mixto  (15).  En melanomas  cutáneos  y orales, el  tipo epitelioide  se  registró  con 
mayor frecuencia que el fusiforme, mientras que en melanocitomas, éstos se presentaron 
en  proporciones  similares.  A  pesar  de  ello,  el  tipo  celular  y  el  diagnóstico  de 
melanocitomas y melanomas cutáneos resultaron independientes en nuestro estudio. Las 
NM de células globosas representaron una mínima proporción, tanto en las NM cutáneas 
como en  las orales, tal como ha sido descripto (3, 18,23), al  igual que  los melanomas de 
células redondas, registrados, en nuestro estudio, en la mucosa oral. 
Se apreciaron los cuatro grados de melanización, tanto en las NM cutáneas como 
en las orales. La melanización de grado 4 fue la más común en melanocitomas, mientras 
que la de grado 3 lo fue en melanomas cutáneos y orales. Estos hallazgos son similares a 
los  comunicados  por  otros  autores  en  NM  cutáneas  (83).  La  mayor  proporción  de 
neoplasias  amelánicas  se  observó  en melanomas  orales,  seguidos  por  los melanomas 
cutáneos. En coincidencia con ello, en un estudio previo, aproximadamente  la mitad de 
las NM orales mostró melanización escasa o ausente  (15). Si bien algunos autores han 
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relacionado la melanización intensa en las NM con un pronóstico más favorable (76, 78), 
este  criterio  sigue  siendo  discutido.  Recientemente,  se  ha  relacionado  al  hallazgo  de 
grados  altos  de melanización  con  un  pronóstico  desfavorable  en  el  caso  particular  de 
melanomas orales (84). Dado que  la distribución de  la melanina suele ser  irregular en  la 
masa  tumoral,  encontrándose  áreas  completamente  amelánicas  junto  a  otras 
intensamente  pigmentadas,  resulta  difícil  evaluar  este  criterio.  En  nuestro  estudio  se 
halló, en el caso particular de  las NM cutáneas, una proporción de melanocitomas con 
melanización  de  grados  3  a  4  significativamente  más  alta  que  la  observada  en 
melanomas. 
El hallazgo de  tres o más mitosis  en diez  campos de mayor  aumento  (CMA)  se 
considera un criterio de malignidad en las NM cutáneas (6, 16, 17, 23, 76, 83). Este último 
no  sólo  ha  sido  relacionado  con  el  diagnóstico  histopatológico  sino  también  con  el 
comportamiento de  la neoplasia. En  las NM cutáneas aquí estudiadas, melanocitomas y 
melanomas mostraron  IM  significativamente diferentes. El 100% de  los melanocitomas 
presentó  menos  de  3  mitosis  en  diez  CMA,  mientras  que  más  de  la  mitad  de  los 
melanomas mostró un  índice mitótico de 3 o  superior. El hecho de que muchos de  los 
melanomas en este estudio hayan presentado un  IM de menos de 3 mitosis  cada diez 
CMA se debe a que, para su clasificación, no sólo se tuvo en cuenta dicho criterio, sino 
también otros indicadores de malignidad presentes, fundamentalmente la atipía celular.  
Si bien algunos autores sostienen que en las NM orales el hallazgo de 3 mitosis o 
más  cada  diez  CMA  no  es  útil  como  indicador  de  malignidad  (21,  76),  otros  la  han 
utilizado para detectar NM “bien diferenciadas”, de comportamiento menos agresivo que 
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la  mayor  parte  de  los  melanomas  orales  (78).  Asimismo,  en  melanomas  orales  con 
diferenciación osteocartilaginosa, se observó asociación entre  la presencia de más de 3 
mitosis cada diez CMA y la recurrencia temprana del tumor (82). En coincidencia con los 
hallazgos de trabajos previos, dos tercios de  las NM orales presentaron 3 o más mitosis 
cada diez CMA en nuestro estudio (15, 78, 82, 107). 
La  información  disponible  acerca  de  la  relación  del  tipo  celular,  el  grado  de 
melanización y el índice mitótico en las NM es escasa. 
En este estudio se encontró que  las NM cutáneas y orales de células epitelioides 
presentaron melanización escasa o ausente con mayor frecuencia que aquellas de células 
fusiformes o mixtas. A excepción de esta observación,  los 4 grados de melanización  se 
distribuyeron  homogéneamente  entre  los  tipos  celulares mayoritarios,  sin  encontrarse 
asociación entre las mencionadas variables. Según nuestro conocimiento, no existen en la 
bibliografía estudios que hayan analizado  la  relación entre el  tipo celular y el grado de 
melanización,  aunque  algunos  libros  de  texto  afirman  que  las  mismas  no  se  hayan 
relacionadas (16, 23). La escasa melanización observada en las NM de células globosas se 
corresponde con  las características descriptas para  las este  tipo particular de NM en  la 
bibliografía (16, 23). 
En  lo  que  respecta  a  la  relación  del  índice  mitótico  con  el  tipo  celular 
predominante, en las NM cutáneas se observó un predominio de menos de 3 mitosis cada 
diez CMA en todos los tipos celulares estudiados, sugiriendo ausencia de asociación entre 
ambas características. Sin embargo, el predominio de este índice mitótico bajo fue menos 
marcado en  las neoplasias de células epitelioides, en  las que prácticamente  la mitad de 
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las  mismas  exhibió  3  o  más  mitosis  cada  diez  CMA.  Dado  que,  como  se  mencionó 
anteriormente,  la  cantidad  de  mitosis  cada  10  CMA  en  las  NM  cutáneas  ha  sido 
relacionada con el comportamiento clínico de  la neoplasia, cabría esperar  también una 
asociación entre este último y la presencia del tipo celular epitelioide.  
En las NM orales, en cambio, fueron mucho más numerosas las neoplasias con ≥3 
mitosis  cada diez CMA,  con  la mayor proporción de dicha  cantidad en  las NM de  tipo 
celular mixto. A pesar de ello, no se detectaron diferencias significativas en la cantidad de 
mitosis en relación al tipo celular predominante en estas neoplasias.  
En  lo que  respecta a  la distribución del  índice mitótico en  función del grado de 
melanización, en  las NM cutáneas se encontró una relación  inversa,  lineal y significativa 
entre ambos; a mayores grados de melanización, menor cantidad de mitosis y viceversa. 
Resultó  especialmente  llamativa  la  alta  proporción  de  neoplasias  de  melanización  de 
grado 4 que presentaron menos de 3 mitosis cada diez CMA. Si bien en la bibliografía se 
afirma que el grado de melanización carece de valor pronóstico, dado el  índice mitótico 
bajo encontrado en la mayor parte de las NM con melanización de grado 4, cabría esperar 
en estas últimas un comportamiento clínico menos agresivo. 
En  las  NM  orales,  en  cambio,  no  se  observó  una  relación  clara  entre  ambas 
características.  El  índice  mitótico  se  distribuyó  homogéneamente  entre  los  distintos 
grados de melanización, poniendo en evidencia la falta de asociación entre las mismas. 
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ESTUDIOS INMUNOHISTOQUÍMICOS CUALITATIVOS 
Generalmente,  el  estudio  histopatológico  convencional  es  suficiente  para 
identificar y clasificar adecuadamente a las NM caninas. Sin embargo, al igual que lo que 
sucede  con  las  NM  humanas,  el  diagnóstico  puede  resultar  complejo  cuando  estas 
neoplasias  son  pobremente  diferenciadas  (3,  15,  16,  21,  25,  26,  27).  Las NM  exhiben 
grados de melanización variables y carecer de pigmento visible. Otro  factor que dificulta 
su identificación es la amplia variedad de aspectos histológicos que pueden presentar (3, 
15,  27).  Las  NM  cutáneas  escasamente  pigmentadas  deben  diferenciarse  de  otras 
neoplasias cutáneas de células fusiformes y redondas. Entre ellas se citan tumores de  la 
vaina  de  los  nervios  periféricos,  fibrosarcomas,  plasmacitomas,  mastocitomas  poco 
diferenciados, sarcomas histiocíticos y  linfomas, entre otros (16). Las NM orales pueden 
confundirse  con  carcinomas  poco  diferenciados,  fibrosarcomas,  linfomas  y  tumores 
osteogénicos  (15).  Sumado  a  ello,  al  igual  que  en  las  NM  humanas,  un  pequeño 
porcentaje de  las NM caninas suele presentar características histológicas “intermedias”, 
comunes a NM benignas y malignas. Por  tanto, cuando el origen melanocítico es claro, 
aún pueden encontrarse dificultades en  la diferenciación entre NM benignas y malignas 
(16,  26,  27,  28).  Las  técnicas  de  inmunohistoquímica  son  extensamente  usadas  en 
medicina humana  como  complemento de  la histopatología  convencional,  tanto para  la 
identificación de NM escasamente diferenciadas  como para  la diferenciación entre NM 
malignas  y  benignas  (25,  27,  34,  56).  Para  determinar  si  la  neoplasia  es  de  origen 
melanocítico,  se  evalúa  su  inmunorreactividad  con  un  panel  de  marcadores  de 
diferenciación melanocítica. En dermatopatología humana,  la proteína S100 es utilizada 
en combinación con, al menos, un marcador melanocítico más específico, principalmente 
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melan  A,  aunque  también  se  utilizan  con  frecuencia HMB‐45  y  tirosinasa  (27,  34).  En 
medicina veterinaria,  las potenciales aplicaciones de  los marcadores antes mencionados 
se  encuentran  todavía  en  investigación.  Existen  escasos  estudios  sobre  la 
inmunomarcación de vimentina, proteína S100, melan A, tirosinasa, NSE y HMB‐45 en las 
NM caninas (15, 39, 45, 49, 57, 59, 60, 61). Menos se conoce aún sobre las características 
de otros marcadores melanocíticos menos comunes, tales como HMSA 1 y 5 e  IBF9 (71, 
72), o sobre  los de surgimiento más reciente, como es el caso de TRP‐1 y TPR‐2, MITF y 
PNL2  (15,  58,  59,  60).  En  este estudio  se  analizaron  las  características de  la  IM de  los 
marcadores  melanocíticos  vimentina,  proteína  S100,  melan  A  y  tirosinasa  en  las  NM 
cutáneas, tanto en melanocitomas como en melanomas, así como en las NM orales, a fin 
de ampliar el conocimiento sobre las particularidades de la IM de cada uno de los citados 
marcadores en los distintos grupos de neoplasias.   
Vimentina 
Al  igual que  lo observado por otros autores, tanto en medicina veterinaria como 
en medicina humana, prácticamente todas las NM cutáneas y orales resultaron positivas a 
vimentina. La IM fue, en su mayor parte, homogénea y de intensidad fuerte, localizada en 
el citoplasma de los melanocitos, en forma difusa.  
La marcación de distribución homogénea fue, con mayor frecuencia, de intensidad 
fuerte.  En  cambio,  la  marcación  heterogénea  se  mostró  asociada  a  intensidades 
moderadas y débiles. 
La  intensidad  de  marcación  se  distribuyó  claramente  al  azar  entre  los  tipos 
celulares predominantes y los grados de melanización, tanto en las NM cutáneas como en 
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las  orales,  predominando  la  intensidad  fuerte  en  todos  los  casos.  Las NM  negativas  a 
vimentina mostraron grados de melanización intermedios. 
En las NM de mayor índice mitótico, la intensidad de marcación de vimentina fue 
débil  y moderada  con mayor  frecuencia  que  en  aquellas  de  índice mitótico  bajo  (<3), 
tanto en las NM cutáneas como en las orales. Esto podría deberse, en parte, a que las NM 
con  mayor  índice  mitótico  muestren  menor  diferenciación  y,  por  ende,  una  menor 
reactividad  antigénica.  Sin  embargo,  este  hallazgo  pareció  ser  accidental  ya  que  no  se 
alcanzó significación estadística en este aspecto. 
Dada  la  escasa  frecuencia  NM  negativas  a  vimentina,  sumada  al  hallazgo  de 
marcaciones homogéneas y de intensidad fuerte en la mayoría de los casos estudiados, la 
vimentina representa un marcador útil y de interpretación sencilla para su inclusión en el 
panel de marcadores para la identificación de NM poco diferenciadas. Nuestros hallazgos 
reafirman  la alta sensibilidad de  la vimentina para  la determinación de  la diferenciación 
mesenquimática de  las NM caninas observada en trabajos precedentes. Sin embargo,  la 
misma no fue de utilidad para la diferenciación entre NM benignas y malignas, dado que 
las  características de  la  IM en melanocitomas  y melanomas  cutáneos  fueron  similares. 
Uno  de  los  pocos  trabajos  realizados  al  respecto  en  medicina  veterinaria  tampoco 
encontró  diferencias  remarcables  en  la  expresión  de  vimentina  entre  NM  benignas  y 
malignas (39).  
Cabe  resaltar  que  la  positividad  a  vimentina  sólo  confirma  la  diferenciación 
mesenquimática de la neoplasia. Aunque su sensibilidad es alta, su especificidad es baja. 
Por ello resulta adecuada para las instancias iniciales de la identificación de las NM. 
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Proteína S100 
La mayor  parte  de  las NM  cutáneas  y  orales  fueron  positivas  a  proteína  S100. 
Estos hallazgos reafirman  la alta sensibilidad de  la misma en  la  identificación del origen 
neuroectodérmico de  las NM humanas y caninas, comunicada en  trabajos precedentes. 
Más aún, el porcentaje de casos positivos a proteína S100 en nuestro estudio superó al 
comunicado en algunos de  los  trabajos previos, especialmente en  lo que  respecta a  las 
NM  orales.  En  un  estudio  extenso  realizado  por  Ramos  Vara  y  col.  en NM  orales,  los 
autores encontraron sólo un 76% de casos positivos a proteína S100 (15). Otros autores, 
utilizando  un menor  número  de  casos  y  sin  discriminar  entre  NM  cutáneas  u  orales, 
hallaron entre un 55 y un 100% de NM positivas a proteína S100 (6, 31, 39, 45, 58).  
Tanto  en  las  NM  cutáneas  como  en  las  orales,  la  IM  fue,  casi  con  la  misma 
frecuencia, de distribución heterogénea y homogénea y de intensidad moderada y fuerte. 
La  localización celular de  la IM difirió entre  las NM cutáneas y orales. En  las primeras,  la 
localización fue nuclear y citoplasmática en casi todos los casos. En las segundas, la mitad 
de los casos presentó IM de localización nuclear exclusivamente. La localización de la IM 
de proteína S100 más  frecuentemente descripta en  la bibliografía en  las NM caninas es 
tanto nuclear como citoplasmática (6, 31, 45, 58). No hemos encontrado en la bibliografía 
registro  de  una  demostración  inmunohistoquímica  únicamente  nuclear  de  la  proteína 
S100 en las NM, como la observada con frecuencia en las NM orales en nuestro estudio. 
En  cambio,  sí  se  ha  comunicado  el  hallazgo,  en  algunos  tumores,  de  una  marcación 
nuclear de mayor intensidad que la citoplasmática (121).  
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Al igual que lo observado con la vimentina, la distribución homogénea de la IM de 
proteína  S100  se  relacionó exclusivamente  con  intensidades de marcación moderada a 
fuerte,  mientras  que  únicamente  la  distribución  heterogénea  se  vio  asociada  con  la 
marcación de intensidad débil, tanto en las NM cutáneas como en las NM orales, aunque 
en  este  caso  las  diferencias  observadas  no  fueron  debidas  al  azar.  La  ocurrencia  de 
marcaciones heterogéneas y débiles en forma concomitante hace pensar que éstas sean 
manifestaciones  de  una  conservación  antigénica  deficiente,  probablemente  a 
consecuencia de una fijación prolongada. 
Las  características histopatológicas no  condicionaron  la distribución de  la  IM de 
proteína S100, a excepción del tipo celular en las NM orales. 
El  tipo  celular, el grado de melanización y el  índice mitótico no  influyeron en  la 
intensidad de marcación de proteína S100 en  las NM cutáneas y orales. En  las primeras, 
los tipos celulares mayoritarios, así como los diversos grados de melanización, mostraron 
las tres  intensidades de marcación. En  las NM orales, resultó  llamativo el hecho de que 
prácticamente  todos  los  casos  de  marcación  débil  se  observaron  en  neoplasias  con 
melanización de grado 1. Sin embargo, al  igual que  lo observado con vimentina,  las NM 
cutáneas  y  orales  negativas  a  proteína  S100  exhibieron  grados  de  melanización 
intermedios. Algunos estudios encontraron una relación  inversa entre  la pigmentación y 
la  intensidad de marcación de proteína  S100 en  las NM humanas  (122), no  así en NM 
caninas  (45).  Independientemente  de  ello,  la mayor  parte  de  los  autores  coincide  en 
afirmar que  la proteína  S100  sigue  siendo el marcador más útil para el diagnóstico de 
melanomas  desmoplásicos  y  de  células  fusiformes,  debido  a  que  la  sensibilidad  de 
 
 
118
marcadores más específicos es baja en dichos casos, no así la de la proteína S100 (27, 34, 
40,  41).  Lo  mismo  se  ha  concluido  en  algunos  estudios  realizados  en  NM  caninas 
amelánicas (58, 39). El nuestro trabajo, el hallazgo de un gran número de casos positivos, 
de  intensidad mayormente moderada  a  fuerte,  independientemente del  tipo  celular  y, 
fundamentalmente,  del  grado  de melanización,  permite  considerar  a  la  proteína  S100 
como  un  marcador  útil  y  de  interpretación  sencilla  para  la  identificación  de  NM 
pobremente  diferenciadas  y  amelánicas,  con  ligeras  dificultades  sólo  en  los  casos  que 
puedan obtenerse marcaciones heterogéneas y débiles en forma concomitante.  
Como  las  características  de  la  IM  de  proteína  S100  fueron  similares  en 
melanocitomas y melanomas cutáneos, se puede inferir que la misma no es aplicable a la 
diferenciación  entre  NM  benignas  y  malignas.  Koenig  y  col.  tampoco  encontraron 
diferencias remarcables en  la expresión de proteína S100 entre NM benignas y malignas 
caninas (39). 
Aunque  la sensibilidad de este marcador es alta, su especificidad no  lo es  tanto, 
por  lo que, si bien es más específica para  las NM que  la vimentina, su sola aplicación no 
permite  confirmar  el  diagnóstico.  Su  utilización  resulta  valiosa  en  conjunto  con  algún 
marcador de diferenciación melanocítica. 
Melan A 
La información disponible acerca de las características de la IM de melan A en las 
NM caninas es muy escasa. En  la mayor parte de  los estudios precedentes,  los hallazgos 
se describieron sin discriminar entre NM de distintas localizaciones. Un trabajo previo en 
el que se evaluó un pequeño grupo de NM cutáneas y orales, encontró sólo un 62% de 
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casos  positivos  a  melan  A  (39).  En  nuestro  estudio,  tanto  melanocitomas  como 
melanomas  cutáneos  mostraron  una  positividad  a  melan  A  superior;  92%  y  80%, 
respectivamente. Contrariamente,  la proporción de NM orales positivas  fue  inferior a  la 
descripta por otros autores; 70% y 90%, respectivamente (15). A partir de  la realización 
de  los  de  los  primeros  estudios,  se  ha  planteado  el  interrogante  de  si  la  positividad  a 
melan A en las MN caninas está relacionada con la presencia de melanina o no (3, 15, 39, 
58).  En  un  estudio  de  29  casos  (que  incluyó  NM  cutáneas  y  orales)  los  autores 
encontraron que el 90% de  las neoplasias pigmentadas fue positivo a melan A, mientras 
que  todas  las neoplasias amelánicas  resultaron negativas. Asimismo,  sólo 2 de 7  líneas 
celulares de melanoma  canino evaluadas en dicho estudio  fueron positivas  a melan A. 
Ambas eran intensamente pigmentadas. Contrariamente, 3 líneas en las que la melanina 
no  fue  apreciable  resultaron  negativas  (39).  Estos  hallazgos  fueron  apoyados  por  un 
estudio posterior, en el que sólo en el 47% de las NM amelánicas fue positivo a melan A. 
Sin embargo, el estudio más exhaustivo  realizado hasta el presente en 122 melanomas 
orales, registró sólo un 8% de casos negativos a melan A. Si bien los autores no detallaron 
el grado de pigmentación de  las NM negativas a melan A, el 32% de  casos estudiados 
correspondió  a  melanomas  amelánicos  (15).  De  esto  se  deduce  que  una  proporción 
importante  de  NM  amelánicas  resultó  positiva  a  melan  A.  En  nuestro  estudio,  sin 
embargo,  los  resultados  avalaron  los  hallazgos  de  los  primeros  trabajos,  ya  que  se 
observó una asociación clara, estadísticamente significativa, entre  la positividad a melan 
A y la presencia de melanina y viceversa. El 100% de las NM con melanización de grado 4 
fue positivo a melan A, mientras que  las NM con melanización de grado 1 exhibieron  la 
frecuencia  más  alta  de  casos  negativos  (alrededor  del  70%).  Las  NM  con  grados  de 
 
 
120
melanización  intermedios  también mostraron porcentajes de positividad  intermedios  a 
melan A. Este  fenómeno se observó  tanto en  las NM cutáneas como en  las NM orales. 
Esta  observación  no  resulta  alentadora,  ya  que  los  casos  que  mayores  dificultades 
diagnósticas  plantean  son  aquellos  con melanización  escasa  o  ausente.  En melanomas 
amelánicos humanos, melan A ha demostrado poseer una sensibilidad bastante superior 
(123).  Sin  embargo,  en  el  caso  particular  de  melanomas  de  células  fusiformes  y 
desmoplásticos, la sensibilidad de los marcadores melanocíticos específicos, incluyendo a 
melan A, es significativamente inferior a la observada en otras NM humanas (34, 41). En 
relación  a  ello,  existen  trabajos  que  afirman  que  la  positividad  a melan  A  en  las  NM 
humanas depende del tipo celular predominante (53). En nuestro estudio, prácticamente 
la mitad  de  las  NM  orales  de  células  fusiformes  fue  negativa  a melan  A.  En  las  NM 
cutáneas,  la  mayor  proporción  de  casos  negativos  se  registró  en  aquellas  de  células 
epitelioides.  De  cualquier modo,  la  positividad  a melan  A  en  nuestro  estudio  resultó 
independiente del tipo celular. 
Por  otro  lado,  se  ha  sugerido  que  la  positividad  a melan  A  en  las NM  caninas 
podría depender de su carácter de benignas o malignas. En su estudio de 29 casos, Koenig 
y col. hallaron la más alta proporción de casos negativos en NM histológica y clínicamente 
malignas. Por ello infirieron alguna relación de la expresión de melan A con el pronóstico 
de  las  NM  caninas  (39).  Los  hallazgos  comunicados  por  estos  autores  presentan 
similitudes con  los del presente trabajo. En  lo que respecta al potencial valor pronóstico 
de  melan  A,  en  las  NM  humanas  se  ha  correlacionado  la  presencia  de  una 
inmunorreactividad mínima o negativa a melan A con un pronóstico desfavorable (124). 
Desde  que  se  sabe  que Melan  A/MART‐1  es  un  antígeno  reconocido  por  linfocitos  T 
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citotóxicos específicos  (CTL, citolytyc T  lymphocytes), éstas células  se han detectado en 
una  alta  proporción  de  personas  con melanoma  (125).  La  pérdida  de  la  expresión  de 
melan  A  y  de  otros  antígenos  de  diferenciación  melanocítica  en  melanomas  podría 
representar  una  forma  de  evasión  de  la  respuesta  inmune  por  parte  de  la  neoplasia. 
Asimismo,  la pérdida de  la expresión de melan A observada en pacientes  con estadios 
avanzados de la enfermedad podría ser el resultado de la acción de una respuesta inmune 
específica  que  conlleva  a  una  selección  de  células  débilmente  positivas  o  negativas  a 
melan A (124).  
Aunque  la  sensibilidad de melan A en  las NM humanas varía de acuerdo  con el 
tipo  de  lesión melanocítica,  en  coincidencia  con  lo  observado  en  las  NM  caninas,  las 
lesiones benignas han mostrado una reactividad a melan A hasta del 100%, superando a 
la observada en melanomas malignos en esta especie  (53). Tal como se ha descripto,  la 
distribución  de  la  IM  de  melan  A  en  nuestros  casos  resultó  heterogénea  con  cierta 
frecuencia (15), alternándose áreas intensamente marcadas con otras no reactivas, tanto 
en  las  NM  cutáneas  como  en  las  orales.  Si  bien  la  distribución  homogénea  fue 
ligeramente  más  frecuente  en  melanocitomas  que  en  melanomas  cutáneos,  esta 
característica  resultó  independiente del diagnóstico histopatológico. Contrariamente,  la 
intensidad  de  marcación  de  melan  A  fue  significativamente  diferente  entre 
melanocitomas  y  melanomas  cutáneos.  La  intensidad  fuerte  se  mostró  asociada  con 
frecuencia  a melanocitomas, mientras  que  los melanomas  exhibieron marcaciones  de 
intensidad moderada  en más  de  la mitad  de  los  casos.  En  coincidencia,  Koenig  y  col. 
hallaron marcaciones  intensas en  la mayor parte de  los melanocitomas analizados en su 
 
 
122
trabajo  (39).  En melanomas  orales,  en  cambio,  la  intensidad  de marcación  fuerte  fue 
predominante. 
El patrón citoplasmático de  la  IM de melan A  fue difuso, polar y una mezcla de 
ambos  en  nuestro  estudio,  hallazgo  que  también  se  ha  descripto  previamente  (15).  El 
patrón difuso se presentó en la mayoría de los casos. Curiosamente, la marcación polar se 
observó  con  mayor  frecuencia  en  melanomas,  tanto  orales  como  cutáneos,  y 
prácticamente  no  se  presentó  en melanocitomas.  Esta  diferencia  alcanzó  significación 
estadística  en  las  NM  cutáneas.  No  hemos  encontrado  información  acerca  de  esta 
relación en  la bibliografía. De acuerdo con nuestros  resultados,  la  IM polar de melan A 
podría  ser  indicio  de  malignidad  en  las  NM  cutáneas,  lo  que  permitiría  también 
relacionarla con el pronóstico en estas neoplasias.  
Al  igual  que  lo  observado  en  la  IM  de  vimentina  y  de  proteína  S100,  la  IM 
homogénea de melan A fue, a su vez, de intensidad fuerte a moderada en casi la totalidad 
de  los  casos.  En  cambio,  la marcación  heterogénea mostró  la  frecuencia más  alta  de 
marcaciones débiles. A pesar de ello,  las citadas variables resultaron  independientes en 
las NM cutáneas y orales.  
En  las NM cutáneas, así como en  las NM orales, ni el  tipo celular ni el grado de 
melanización condicionaron  la  intensidad de marcación de melan A. Contrariamente,  la 
marcación de intensidad fuerte resultó notoriamente más frecuente en las NM de índice 
mitótico bajo.  Las NM  con un  índice mitótico de  3 o  superior, mostraron marcaciones 
moderadas a débiles con mayor frecuencia. Esta asociación resultó significativa sólo en las 
NM  cutáneas,  lo  que  no  resulta  extraño  considerando  que,  en  estas  últimas,  existe 
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evidencia  creciente de que un  índice mitótico de 3 o  superior  representa el  “punto de 
corte” para la diferenciación entre NM de comportamiento clínico benigno o maligno, no 
siendo esto tan evidente en las NM orales (6, 16, 17, 23, 76, 83). Dado que la marcación 
fuerte de melan A  se observó  con alta  frecuencia en melanocitomas  y éstos, a  su  vez, 
presentaron  índices mitóticos  bajos,  es  esperable  que  las  tres  características  se  hallen 
interrelacionadas. Por ello,  cabe  considerar una vinculación entre  la  IM de melan A de 
intensidad fuerte y un pronóstico favorable en las NM cutáneas, como ha sido propuesto 
por otros autores (39). 
La  distribución  de  la  IM  de  melan  A  tampoco  mostró  dependencia  de  las 
características histopatológicas de  las NM cutáneas y orales, a excepción, una vez más, 
del grado de melanización en  las primeras. Las NM cutáneas con  los menores grados de 
melanización,  además  de  exhibir  un  gran  porcentaje  de  casos  negativos  a  melan  A, 
mostraron  una  distribución  heterogénea  de  la  IM.  La  mayor  parte  de  las  NM  con 
melanización  de  grados  3  y  4 mostraron marcaciones  homogéneas.  Curiosamente,  las 
escasas NM  con melanización  de  grado  1  que  fueron  positivas  a melan  A  lo  hicieron, 
además, en forma débil. 
Al contrario de  lo que sucede con vimentina y proteína S100,  la especificidad de 
melan A para  los  tejidos de origen melanocítico es alta. Ramos Vara y col. encontraron 
que  sólo 4 de 163  tumores no melanocíticos caninos  fueron positivos a melan A. Éstos 
incluyeron carcinomas de glándulas  salivales y de células  transicionales, neoplasias que 
difícilmente  puedan  confundirse  con  NM  en  el  estudio  morfológico  (15).  Asimismo, 
Cangul y col. corroboraron  la especificidad de melan A para  las NM caninas analizando 
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una serie de neoplasias que, como se mencionó al comienzo de esta sección, pueden ser 
confundidas  con  NM  pobremente  diferenciadas  (linfoma, mastocitoma,  plasmacitoma, 
fibrosarcoma y tumor venéreo transmisible). Ninguna de ellas resultó positiva a melan A 
(57). 
A pesar de su alta selectividad, melan A mostró menor capacidad que la proteína 
S100  para  la  identificación  de  NM  pobremente  diferenciadas.  Según  nuestro  estudio, 
tratándose  de  NM  escasamente  pigmentadas  o  amelánicas, melan  A  contribuiría  a  la 
formulación del diagnóstico en el 30% de  los casos, aproximadamente. Cabe notar que 
son éstos los casos que plantean mayores dificultades diagnósticas. Sumado a ello, la IM 
en  estas  neoplasias  tiende  a  presentarse  en  forma  débil,  especialmente  en  las  NM 
cutáneas. Por ello, en coincidencia con algunos de los estudios previos, consideramos que 
la utilidad diagnóstica de melan A en las NM caninas es limitada. 
Sin embargo, un rasgo  interesante de  la  IM de melan A en  las NM caninas es su 
potencial  valor  como  indicador  pronóstico.  En  nuestro  estudio,  las  diferencias  en  la 
intensidad  de  marcación  observadas  entre  melanocitomas  y  melanomas,  así  como  la 
frecuente aparición del patrón de marcación polar en melanomas, sugieren una potencial 
vinculación  de  melan  A  con  el  pronóstico.  Asimismo,  dadas  sus  características,  este 
marcador  podría  ser  de  utilidad  en  la  diferenciación  entre  NM  benignas  y  malignas, 
considerando  que  la  obtención  de  una  IM  homogénea  y  de  intensidad  fuerte,  con  un 
patrón citoplasmático difuso se ha visto asociada con NM benignas en nuestro estudio. 
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Tirosinasa 
Según  nuestro  conocimiento,  existen  escasos  estudios  acerca  de  la  utilidad  del 
marcador melanocítico tirosinasa (clon T311) en las NM caninas. Más aún, los resultados 
varían en gran medida entre  los distintos autores. A partir del primer estudio preliminar 
realizado  en  NM  orales,  Ramos  Vara  y  col.  desaconsejaron  su  uso  debido  a  que 
encontraron  inmunorreactividad  a  tirosinasa  no  sólo  en melanocitos  sino  también  en 
otros  tejidos  como el epitelio de  la mucosa oral,  la epidermis,  los anexos y el músculo 
esquelético (15). Un estudio posterior confirmó la reactividad a tirosinasa en el epitelio de 
las glándulas sudoríparas pero  revaloró su especificidad dado que una extensa serie de 
neoplasias no melanocíticas que podrían confundirse con NM pobremente diferenciadas 
fue  negativa  a  tirosinasa.  Desafortunadamente,  en  el  mismo  estudio,  los  autores  no 
encontraron  reactividad  a  tirosinasa  en  ninguna  de  las  NM  estudiadas  (57).  En 
coincidencia  con  ello,  el  porcentaje  de NM  cutáneas  y  orales  positivas  a  tirosinasa  en 
nuestro  estudio  fue  extremadamente  bajo,  de  modo  que  se  decidió  no  aumentar  la 
cantidad  de  casos  a  estudiar más  allá  de  los  utilizados  para  el  estudio  preliminar.  Se 
apreció  una  IM  de  intensidad  moderada  en  células  tumorales  aisladas  y  en  los 
melanocitos presentes en la epidermis. No se apreció reactividad inespecífica a tirosinasa 
en los tejidos adyacentes a las neoplasias en cuestión. Asimismo, debe tenerse en cuenta 
que  los anticuerpos monoclonales producidos contra antígenos humanos  reconocen un 
epitope  específico  de  ese  antígeno  y  éste  puede  variar  entre  las  especies  (126).    Éste 
podría ser el caso de algunos de los antígenos evaluados en nuestro estudio, entre ellos, 
el  de  la  tirosinasa.  En  oncología  veterinaria  se  dispone  de  tan  escasa  cantidad  de 
anticuerpos de uso específico para las especies domésticas que se hace necesario utilizar 
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aquellos producidos para uso humano, confiando en la existencia de reactividad cruzada 
entre  antígenos humanos  y  animales. A ello  se deben  las principales dificultades en  la 
detección inmunohistoquímica de muchos antígenos en medicina veterinaria (36). Si bien 
cabría  considerar  la  posibilidad  de  que  éste  antígeno  haya  sido  afectado,  en  mayor 
medida que otros, por el efecto del enmascaramiento antigénico provocado durante el 
proceso  de  fijación,  un  trabajo  reciente  mostró  que  la  permanencia  prolongada  en 
formaldehído no afectó la reactividad antigénica de la tirosinasa (61).   
Aunque la tirosinasa se utiliza de rutina en el diagnóstico de las NM humanas y se 
ha comunicado una sensibilidad hasta del 95% (27), los resultados de nuestro estudio han 
indicado  que  la  misma  carece  de  utilidad  para  el  diagnóstico  de  las  NM  caninas 
pobremente diferenciadas.  
Consideraciones finales 
Dado que aún no se ha identificado un marcador que reúna las condiciones ideales 
de sensibilidad y especificidad para la identificación de NM pobremente diferenciadas, la 
utilización  de  un  “cóctel”  de  anticuerpos  conformado  por  varios  marcadores  puede 
ayudar a superar dicho inconveniente. De los marcadores analizados en nuestro estudio, 
vimentina, proteína S100 y melan A presentaron características que justifican su inclusión 
en un panel de marcadores de utilidad diagnóstica para las NM caninas. De acuerdo con 
lo anteriormente expuesto,  la vimentina  resulta útil en  la clasificación  inicial de  las NM 
para  la  confirmación  de  la  diferenciación mesenquimática  de  las mismas,  permitiendo 
descartar aquellas de origen epitelial. Asimismo, la utilización de la proteína S100 resulta 
indispensable  para  la  aproximación  diagnóstica  en  el  caso  particular  de  las  NM 
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escasamente  pigmentadas. Melan  A,  dada  su  alta  selectividad,  puede  considerarse  un 
marcador  aplicable  a  la  confirmación del diagnóstico de  las NM. Aunque  su  aplicación 
permitirá  llegar a dicha  instancia en menos de  la mitad de  los casos de NM amelánicas, 
consideramos  que  esa  proporción  justifica  su  inclusión  en  el  panel  de  anticuerpos  a 
emplear.  
Por un  lado,  la descripción pormenorizada de  las características de  la  IM de cada 
antígeno  estudiado  en  este  trabajo  proporciona  herramientas  para  una  interpretación 
más  precisa  de  los  resultados  en  los  casos  en  que  los mismos  sean  aplicados  para  la 
identificación  de  NM  pobremente  diferenciadas  o  para  colaborar  en  la  diferenciación 
entre NM benignas y malignas. 
Por  otro  lado,  resulta  evidente  que  es  necesario  complementar  el  uso  de  los 
marcadores  antes  mencionados  con  otros  tan  específicos  como  melan  A,  pero  cuya 
sensibilidad  sea  mayor,  de  modo  que  contribuyan  a  incrementar  la  sensibilidad  del 
conjunto para la detección de NM caninas pobremente diferenciadas. Afortunadamente, 
los resultados obtenidos con TRP‐1 y 2, así como con PNL‐2, ambos marcadores que han 
comenzado a estudiarse en forma reciente, parecen ser prometedores (59, 60, 61).  
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ESTUDIOS INMUNOHISTOQUÍMICOS CUANTITATIVOS 
Proliferación: IP‐PCNA e IP‐Ki67 
Según  nuestro  conocimiento,  son  escasos  los  estudios  disponibles  acerca  de  la 
expresión de  los marcadores de proliferación celular PCNA y Ki67 en  las NM caninas  (6, 
77, 82, 83, 84). Menos  información existe  aún  sobre el análisis  comparativo de  ambos 
marcadores  en  melanocitomas  y  melanomas  (6).  Sumado  a  ello,  el  número  de  NM 
benignas y malignas utilizado en  los mencionados  trabajos es heterogéneo o bien muy 
pequeño en alguno de  los grupos (6, 77, 83). El análisis de  los resultados en el presente 
estudio  se  realizó  teniendo  en  cuenta  los  hallazgos  de  trabajos  precedentes,  pero 
utilizando grupos más homogéneos en cuanto al número de casos para la comparación de 
la expresión de ambos marcadores en melanocitomas y melanomas cutáneos.  
No resulta sorprendente que todas las neoplasias analizadas, tanto cutáneas como 
orales, fueran positivas a PCNA. Es bien conocido que esta proteína posee una vida media 
prolongada, hecho que  facilita  su detección  inmunohistoquímica  (127). Más aún,  se ha 
sugerido que, debido a su vida media prolongada, esta proteína podría ser identificada en 
células  en  G0  (127,128,    129,  130).  Por  esta  razón,  su  habilidad  para  detectar 
específicamente  células  proliferantes  es  discutida.  Se  han  apreciado  marcaciones 
inespecíficas  en  células  que  difícilmente  sean  proliferantes  (129,  131,  134).  En  este 
estudio,  éste  fenómeno  se  observó  sólo  ocasionalmente  en  el  endotelio  vasos  de 
pequeño calibre, neutrófilos y células del tejido conjuntivo.  
Lo contrario sucede con Ki67, cuya vida media ha sido estimada en alrededor de 
una hora. Se postula que  los niveles de  la proteína varían a  lo  largo del ciclo celular, no 
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debido a su velocidad de degradación sino de acuerdo con su  tasa de expresión. Se ha 
visto que los niveles de ki67 son bajos en las fases G1 y S temprana, por lo que células en 
fase G1 tardía podrían ser erróneamente consideradas como no proliferantes (133, 134). 
Por un lado, ello explicaría el hecho de que los IP‐Ki67 sean generalmente más bajos que 
los IP‐PCNA en una misma neoplasia. Por otro lado, estas características de ki67 podrían 
asociarse con el hallazgo de casos que resultan negativos al antígeno en cuestión. En NM 
humanas, algunos autores consideran esperable encontrar NM benignas completamente 
negativas a Ki67. Más aún, ello ha sido correlacionado con un pronóstico favorable de las 
mismas (135). En nuestro estudio, sin embargo, los casos negativos a Ki67 se observaron 
en  melanocitomas,  pero  también  en  melanomas  cutáneos  y  orales.  Curiosamente,  la 
proporción  de  neoplasias  negativas  a  Ki67  fue  la misma  en  cada  grupo  (alrededor  del 
25%). Sumado a ello, algunas de  las NM malignas negativas a Ki67 presentaron  índices 
mitóticos  relativamente  altos.  Considerando  que  los  niveles  de  la  proteína  alcanzan  el 
máximo en  los núcleos en mitosis (136), es posible suponer que haya ocurrido una falla 
en  la  detección  inmunohistoquímica  de  Ki67  en  dichos  casos.  Por  otra  parte,  el 
enmascaramiento  antigénico  producido  por  una  permanencia  prolongada  en  formol 
durante el proceso de fijación también podría ser causa del hallazgo de casos negativos a 
Ki67 en nuestro estudio. Se ha visto que este antígeno es muy sensible a  los fijadores y 
que puede deteriorarse  con el  tiempo,  inclusive a pesar  ser mantenido a  ‐20  oC  (137). 
Cabe destacar que, en los casos positivos, el IP‐Ki67 se correlacionó con el índice mitótico. 
Asimismo, debe tenerse en cuenta que  los anticuerpos monoclonales producidos contra 
antígenos humanos reconocen un epitope específico de ese antígeno y éste puede variar 
entre  las especies  (126). En oncología veterinaria se dispone de  tan escasa cantidad de 
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anticuerpos de uso específico para las especies domésticas que se hace necesario utilizar 
aquellos producidos para uso humano, confiando en la existencia de reactividad cruzada 
entre antígenos humanos y animales (36). A ello se deben las principales dificultades en la 
detección inmunohistoquímica de muchos antígenos.  
En  los  trabajos  previos  sobre  la  expresión  de  Ki67  (MIB‐1)  en NM  caninas,  los 
autores  no  hicieron  referencia  al  hallazgo  de  casos  negativos  (6,  77,  82,  83,  84).  Sin 
embargo, en un estudio  realizado en carcinomas mamarios caninos,  sólo el 54% de  los 
casos resultó positivo a Ki67 (138). Esta proporción fue aún superior a la encontrada por 
nosotros. Curiosamente, en dicho estudio se utilizó un marcador provisto por el mismo 
laboratorio que el empleado en nuestro estudio. 
El hallazgo de marcaciones,  tanto homogéneas como heterogéneas, para ambos 
marcadores en las NM coincide con lo descripto en trabajos precedentes (6, 83). 
En  las  NM  cutáneas,  los  IP  promedio  para  PCNA  y  Ki67  obtenidos  en 
melanocitomas en nuestro estudio fueron superiores a  los descriptos por otros autores, 
no  así  aquellos  obtenidos  en melanomas  (6,  77,  83).  Por  ello,  en  contraposición  a  lo 
comunicado  en  trabajos  precedentes,  no  encontramos  diferencias  en  los  índices  de 
proliferación  en  melanocitomas  y  melanomas  cutáneos.  Aunque  observamos  una 
variabilidad alta de los IP dentro de cada grupo (melanocitomas y melanomas), la misma 
no fue en ningún caso superior a la obtenida por otros autores en NM, tanto en medicina 
veterinaria  como  en  medicina  humana  (6,  77,  81,  82,  83,  84,  132,  139,  135).  Cabe 
mencionar que, en dos de  los estudios previos  realizados en NM caninas en  los que  se 
obtuvieron  diferencias  significativas  en  los  IP  promedio  para  PCNA  y  Ki‐67  entre  NM 
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benignas y malignas, se  incluyeron en el análisis no sólo NM cutáneas sino también NM 
orales. Los IP para ambos marcadores en dichos estudios en NM orales fueron superiores 
a los observados en melanomas cutáneos, hecho que incrementó aún más las diferencias 
entre los IP de melanocitomas y melanomas (6, 77).  
En  las  NM  orales,  el  IP‐PCNA  promedio  hallado  en  nuestro  estudio  fue 
significativamente  superior  al  correspondiente  a  melanocitomas  y  a  melanomas 
cutáneos. Este hallazgo podría correlacionarse con la mayor agresividad de las NM orales 
respecto de  las NM cutáneas. Contrariamente, el  IP‐Ki67 promedio estimado en  las NM 
orales  fue menor al observado en  las NM cutáneas. A pesar de ello, ambos  índices,  IP‐
PCNA e  IP‐Ki67, mostraron una correlación  significativa en estas neoplasias. Los  IP‐Ki67 
hallados en algunos de los estudios previos han sido relativamente bajos (6, 77), mientras 
que  en  otros,  los  IP‐Ki67  fueron  tan  altos  como  los  obtenidos  para  PCNA  en  nuestro 
estudio (82, 84). 
En  lo que respecta a  la relación de  los  IP para ambos marcadores y  las variables 
clinicopatológicas  analizadas, en  coincidencia  con  lo  comunicado por otros  autores,  las 
diferencias observadas en ambos  índices con respecto a  la  localización, al tamaño de  la 
neoplasia  y  a  la  presencia  de  ulceración  fueron mínimas.  Sólo  esta  última  se mostró 
asociada a IP‐PCNA altos en las NM cutáneas así como a IP‐Ki67 altos en las NM orales. En 
lo  que  respecta  al  tipo  celular  predominante,  tampoco  se  detectaron  diferencias 
importantes en los valores de ambos índices de proliferación, tal como ha sido descripto 
(6). Según Laprie y col.,  la melanización  intensa y  la actividad en  la UDE ejercerían una 
influencia positiva en la supervivencia de los pacientes con NM cutáneas. En coincidencia, 
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las NM cutáneas con melanización más abundante, al igual que aquellas con actividad en 
la  UDE, mostraron  IP‐Ki67  significativamente  bajos  y  viceversa.  Este  fenómeno  no  se 
observó en las NM orales en las que, al contrario de lo observado en las NM cutáneas, los 
IP para ambos marcadores fueron más altos en  las neoplasias con melanización  intensa, 
aunque  sin  alcanzar  significación  estadística  en  este  caso.  Un  estudio  reciente  ha 
vinculado  a  la melanización  intensa  con  un  pronóstico  desfavorable  en  las NM  orales 
caninas (84). 
La mayor parte de los autores coincide en afirmar que el índice mitótico en las NM 
cutáneas es la variable histopatológica que mejor se correlaciona con el comportamiento 
del tumor  (6, 16, 17, 23, 76, 83). En este estudio,  las NM cutáneas con 3 o más mitosis 
cada 10 CMA mostraron IP‐Ki67 significativamente más elevados que aquellas con menos 
de 3. Algo similar se apreció con el  IP‐PCNA aunque sin alcanzar significación estadística 
en  este  caso.  Esta  observación  podría  considerarse  un  indicio  de  la  capacidad  de  los 
marcadores  de  proliferación  celular  para  identificar  NM  cutáneas  de  comportamiento 
agresivo, tal como se ha observado en estudios precedentes (6, 77, 83). Contrariamente, 
las diferencias en ambos índices de proliferación en las NM orales con más y menos de 3 
mitosis cada 10 CMA fueron insignificantes.  
A partir de  los resultados de este estudio puede asumirse que, en el caso de  las 
NM cutáneas, ninguno de los marcadores de proliferación aquí estudiados contribuye a la 
diferenciación  de  neoplasias  benignas  y  malignas.  Por  otro  lado,  se  obtuvo  cierta 
evidencia acerca de  la posible capacidad de  los marcadores de proliferación celular para 
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identificar NM  de  comportamiento más  agresivo,  especialmente  en  el  caso  de  las NM 
cutáneas, dada su estrecha relación con el índice mitótico.  
Es  probable  que  la  heterogeneidad  observada  en  los  resultados  de  los  escasos 
estudios existentes acerca de  los marcadores de proliferación celular en  las NM caninas 
se deba a las diferencias metodológicas y, especialmente, a que todavía no se dispone de 
criterios  de  interpretación  homogéneos  ni  de  métodos  estandarizados  para  la 
cuantificación de  la  IM de estos marcadores. En nuestro caso,  la  IM se cuantificó en  las 
áreas con mayor cantidad de células positivas (“hot spots”). Esta forma de cuantificación 
se  ha  utilizado  en  otros  estudios  dado  que  se  considera  que  dichas  áreas  podrían 
representar clones celulares con mayor capacidad de invadir y metastatizar (83, 140). En 
años recientes se ha cuestionado la validez de la cuantificación inmunohistoquímica (141, 
142). La comparación de resultados obtenidos en distintos  laboratorios resulta compleja 
debido a que factores potencialmente estandarizables como el procesamiento del tejido, 
los sistemas de detección empleados, los clones y las concentraciones de los anticuerpos, 
así  como  los protocolos de  recuperación  antigénica  (143, 144)  aún  continúan  variando 
entre  ellos.  Más  aún,  se  ha  visto  que  la  regularidad  de  los  resultados  en  un  mismo 
laboratorio  puede  variar  entre  diferentes  especímenes,  especialmente  en  lo  que  se 
refiere  al  tiempo  de  exposición  al  fijador  (145).  Inclusive,  aunque  los  factores  antes 
mencionados  sean  estandarizados,  aún  resultará  difícil  controlar  aquellas  variables 
relacionadas con la conservación antigénica previa al procesamiento inmunohistoquímico 
(143,  144).  Este  fenómeno  de  que  múltiples  estudios  sobre  los  mismos  marcadores 
conduzcan a diferentes conclusiones ha motivado a expertos en el área a confeccionar y 
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publicar  guías  con  recomendaciones  para  la  comunicación  de  los  resultados  de  los 
estudios sobre marcadores tumorales pronósticos (146).  
A  propósito  de  esto  último,  y  al  igual  que  en  medicina  veterinaria,  se  han 
comunicado resultados variables acerca de la utilidad de PCNA y Ki67 en las NM humanas. 
La mayoría de los autores coincide en afirmar que ambos marcadores pueden ayudar en 
la diferenciación de NM benignas y malignas (27). Aunque su relación con el pronóstico es 
controvertida,  algunos  estudios  parecen  indicar  que  ambos  marcadores  presentan 
potencial para predecir el resultado de la enfermedad (48, 147, 148). 
Vascularización: AE y DMV 
La evaluación del potencial angiogénico de las neoplasias no resulta sencilla dado 
que se trata de un fenómeno dinámico. De allí que la mayoría de los estudios realizados 
hasta  el  presente  se  han  centrado  en  el  producto  de  la  angiogénesis:  la  densidad  de 
microvasos  (149).  La medición  de  la  densidad  de microvasos  a  partir  de  la  detección 
inmunohistoquímica  de  “hot  spots”  (puntos  calientes)  es  el método  tradicionalmente 
aceptado para la evaluación de la angiogénesis en oncología humana (150). Sin embargo, 
este  método  lleva  implícito  cierto  nivel  de  subjetividad,  dado  que  puede  resultar 
complejo determinar si vasos adyacentes deben o no contarse como vasos individuales. A 
los  efectos  de  disminuir  la  variación  entre  observadores,  se  han  propuesto  y  aplicado 
diversos métodos automáticos de cuantificación de este proceso en distintas neoplasias 
humanas  (149,  151,  152,  153,  154,  155,  156,  157).  Por  otra  parte,  la medición  de  la 
vascularización  tumoral  mediante  programas  de  análisis  de  imágenes  proporciona 
información  adicional  a  la  obtenida  mediante  la  estimación  de  la  DMV  en  la  forma 
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tradicional, como  la cantidad de vasos dentro un rango de dimensiones, el área  luminal 
vascular, el perímetro vascular y el área  total  inmunomarcada por campo microscópico 
(149, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157). 
Para la medición de la vascularización tumoral en nuestro estudio se determinaron 
el área endotelial (AE) y la DMV, mediante la aplicación del factor de von Willebrand, a los 
efectos  de  evaluar  su  relación  con  las  características  clinicopatológicas  de  las  NM 
cutáneas y orales. 
A  pesar  de  que  la  DMV  se  ha  relacionado  con  el  pronóstico  en  una  serie  de 
neoplasias humanas, su  importancia en melanomas es aún controvertida (94, 95, 96 97, 
98, 99).  
En  las NM  caninas,  según  nuestro  conocimiento,  sólo  se  han  realizado  escasos 
estudios  sobre  angiogénesis  y  la  relación  del  AE  y  la DMV  con  algunas  características 
clinicopatológicas en estas neoplasias  (104, 158). En coincidencia con  lo comunicado en 
ambos  trabajos  precedentes,  tanto  el  AE  como  la  DMV  en  nuestro  estudio  fueron 
significativamente más elevados en melanomas cutáneos y orales que en melanocitomas. 
Es por ello que el AE y  la DMV podrían resultar de ayuda en  la diferenciación entre NM 
benignas y malignas.  
La  correlación  hallada  por  nosotros  entre  en  AE  y  la  DMV  fue  superior  a  la 
observada por otros autores en neoplasias humanas (106), aunque no encontramos datos 
acerca de este aspecto en medicina veterinaria. 
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Se ha postulado que  la mayor agresividad de  las MN orales  respecto de  las NM 
cutáneas podría estar relacionada con  la abundante  irrigación de  la mucosa oral, hecho 
que  facilita el acceso al torrente vascular para  la diseminación de  la neoplasia  (104). En 
coincidencia con ello,  la DMV promedio en melanomas orales en nuestro estudio  fue  la 
más elevada. Asimismo, en  las NM  cutáneas de  localización digital,  las que  también  se 
han  relacionado  con  un  pronóstico  desfavorable  (17,  76,  107,  112,  113),  presentaron 
mayor vascularización que aquellas de otras localizaciones. En las NM orales, en cambio, 
el AE y la DMV variaron sólo ligeramente entre las localizadas en los  carrillos, la encía y el 
paladar. Tampoco se apreciaron variaciones en el estatus vascular de  las NM cutáneas y 
orales en función de su tamaño o bien de la presencia de ulceración. Contrariamente, las 
NM cutáneas con actividad en  la UDE exhibieron una vascularización significativamente 
menor a  la observada en aquellas sin actividad en  la UDE. Ello coincide con el hecho de 
que la mayor parte de las NM con actividad en la UDE fueron melanocitomas, los cuales, a 
su vez, exhibieron el AE y la DMV más bajos.  
Asimismo, y confirmando en parte los hallazgos de Mukaratirwa y col. (104), el AE 
y  la  DMV  fueron  independientes  del  tipo  celular  predominante  y  del  grado  de 
melanización.  
Tampoco  se observaron diferencias en el AE  y  la DMV entre  las NM  con más  y 
menos de 3 mitosis cada 10 CMA. Este hallazgo no resulta alentador ya que, en  las NM 
cutáneas,  el  índice  mitótico  es  la  característica  histopatológica  que  mejor  se  ha 
correlacionado con el grado de malignidad (6, 16, 17, 23, 76, 83). 
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Tampoco se halló en nuestro estudio una relación clara del AE y  la DMV con  los 
índices  de  proliferación  celular.  Este  hallazgo  coincide  con  lo  observado  en  otras 
neoplasias caninas (103). 
Invasión: MMP‐2 
Aunque  la  expresión  de  metaloproteinasa  2  de  la  matriz  ha  comenzado  a 
estudiarse  mediante  estudios  inmunohistoquímicos  en  distintas  neoplasias  caninas, 
especialmente mamarias (91,92), aún no se han comunicado resultados al respecto en las 
neoplasias melanocíticas.  
En nuestro estudio no  fue posible demostrar  la presencia de MMP‐2 en  las NM 
caninas.  Tampoco  se  detectó  la  enzima  en  tejidos  caninos  normales,  como  pulmón  y 
linfonódulo. Ambos mostraron expresión de MMP‐2 en trabajos precedentes (91). Dados 
los  hallazgos,  y  lejos  de  restarle  importancia  a  la  actividad  de  las  colagenasas  en  la 
progresión de  las NM  caninas,  consideramos que  el  anticuerpo  “anti MMP‐2 humana” 
empleado en este  trabajo  carece de utilidad para  la  inmunomarcación de  la misma en 
caninos, probablemente por ausencia de reactividad cruzada entre ambas especies.  
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ESTUDIO DE SUPERVIVENCIA 
Aspectos clinicopatológicos 
Si  bien  desde  hace  algunas  décadas  se  asume  que  existen  aspectos  clínicos  y 
morfológicos  relacionados  con  el  pronóstico  de  las  NM  caninas,  aún  continúan 
documentándose    variaciones  en  su  comportamiento. Del  análisis  de  la  bibliografía  se 
puede  apreciar  la  falta  de  consenso  entre  los  distintos  autores  acerca  de  los  criterios 
anatómicos e histológicos que clásicamente se han considerado indicadores pronósticos.  
Es  por  ello  que  en  nuestro  estudio  se  analizó  la  relación  de  características 
clinicopatológicas y de marcadores immunohistoquímicos con el tiempo de supervivencia 
de  los  pacientes,  a  los  efectos  de  evaluar  el  potencial  pronóstico  de  los  aspectos  que 
permanecen en discusión, así como para detectar posibles factores que aún no han sido 
relacionados con el pronóstico de las NM caninas. 
Las  discrepancias  entre  el  aspecto  histológico  de  las NM  y  su  comportamiento 
observadas  por  algunos  autores  han  sido motivo  de  sucesivos  estudios,  es  decir,  NM 
histológicamente benignas que exhibieron comportamiento agresivo y viceversa (17, 76, 
78,  83,  107,  108,  114,  159).  Un  hallazgo  relevante  de  nuestro  estudio  fue  que,  en 
contraposición  con  ello,  todas  las  NM  cutáneas  histológicamente  benignas  se 
comportaron  como  tales,  dado  que  el  100%  de  los  pacientes  con  melanocitoma  se 
presentó  libre  de  la  enfermedad  al  año  de  realizado  el  diagnóstico.  Si  bien  estas 
discrepancias se hallaron más frecuentemente en NM orales, también se han observado, 
aunque en menor medida, en NM cutáneas (76, 78, 83, 107, 159). 
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En  lo  que  respecta  a  melanomas  cutáneos,  sólo  la  mitad  de  los  pacientes 
experimentó  recidivas  o  murió  antes  del  año  de  realizado  el  diagnóstico  en  nuestro 
estudio. Más aún, la probabilidad de supervivencia al año en estas neoplasias fue superior 
al  60%.  Dentro  de  este  50%  de  melanomas  que  experimentaron  comportamiento 
benigno, resulta difícil saber si el aspecto histológico falló en predecir el resultado de  la 
enfermedad  o  si  el  comportamiento  benigno  fue  consecuencia  de  la  curación  de  la 
neoplasia    mediante  el  tratamiento  quirúrgico  (16,  108).  En  estudios  previos,  la 
correlación entre el diagnóstico histopatológico de malignidad y la ocurrencia de recidivas 
o metástasis en melanomas cutáneos ha sido del 35 al 80% (17, 83, 107, 108).  
Por otro  lado, en  la  literatura veterinaria se encuentra profundamente arraigado 
el concepto de la relación entre la localización de las NM y su comportamiento. Se asume 
que  prácticamente  todas  las  NM  cutáneas  se  asocian  a  comportamientos  benignos, 
constituyendo  una  excepción  aquellas  del  lecho  ungular  (2,  14,  16).  Según  nuestros 
resultados, el 75% de las NM cutáneas tendría buen pronóstico.  
En  las NM orales, en cambio,  la muerte  relacionada con  la neoplasia en nuestro 
estudio  fue mucho más  frecuente dentro de  los 6 meses posteriores al diagnóstico y  la 
probabilidad de supervivencia al año  fue  inferior al 40%. Estos hallazgos son similares a 
los descriptos en  la bibliografía  (15, 17, 20, 76, 107, 115). Claro está que  las NM orales 
presentaron mayor agresividad que las NM cutáneas y, por ende, la tasa de supervivencia 
en las primeras fue mucho menor. Más aún, la mayoría de los autores coincide en afirmar 
que  prácticamente  todas  las  NM  localizadas  en  la  mucosa  oral  presentan 
comportamiento maligno (2, 3, 15, 16, 18, 76). Como se mencionaba al comienzo de este 
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apartado,  se  han  descripto NM  orales  de  aspecto  histológico  benigno  que  causaron  la 
muerte de los pacientes (76, 78, 83, 107, 159). Esto no ocurrió en nuestro estudio, ya que 
no  se  diagnosticaron melanocitomas  orales.  Sin  embargo,  sí  observamos  el  fenómeno 
opuesto en el 14% de los pacientes con melanoma oral, los que se mantuvieron libres de 
la  enfermedad  durante,  al  menos,  un  año  después  de  realizado  el  diagnóstico.  Esto 
también ha sido observado en trabajos precedentes (17, 20, 76, 78, 107), promoviendo el 
debate acerca de  los aspectos clínicos y anatomopatológicos que desde hace unos años 
se  relacionan  con  el  pronóstico  de  las  NM.  En  este  contexto,  un  estudio  reciente 
demostró que el 95% de los pacientes de un subgrupo con NM orales denominadas “bien 
diferenciadas”, permaneció vivo al menos tres años  luego de  la exéresis quirúrgica de  la 
neoplasia (78). Sin embargo, pocas de las características histológicas descriptas para estas 
NM  bien  diferenciadas  se  observaron  en  las  NM  orales  de  los  pacientes  libres  de  la 
enfermedad en nuestro estudio. Asimismo, en un trabajo con resultados muy similares a 
los nuestros, Spangler y col. encontraron que el 12% de los pacientes con melanoma oral 
se encontró libre de la enfermedad durante los tres años posteriores al diagnóstico (17).  
Por  todo  lo expuesto, es evidente que aunque el aspecto histológico de  las NM 
permite predecir el resultado de la enfermedad en muchos casos, en otros, esto no es así. 
La  necesidad  de  mejorar  la  predicción  acerca  de  la  evolución  de  la  enfermedad  ha 
motivado  la  investigación  de  posibles  indicadores  pronósticos,  dentro  de  los  cuales  se 
encuentran  ciertas  características  clinicopatológicas  de  las  NM,  en  permanente 
evaluación. 
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En  nuestro  estudio,  la  supervivencia  de  los  pacientes  con  NM  digitales  fue 
significativamente  menor  a  la  de  los  pacientes  con  neoplasias  cutáneas  de  otras 
localizaciones.  Aunque  algunos  autores  no  observaron  esta  relación  (76,  108,  113), 
Spangler y col. ubicaron a las NM digitales en un grupo de supervivencia intermedio entre 
las NM cutáneas de otros sitios y las NM orales (17).  
La  presencia  de  ulceración  en  las  NM  cutáneas  fue  otra  característica  que  se 
relacionó  con  peor  pronóstico  en  nuestro  trabajo.  Este  criterio  ha  sido  escasamente 
estudiado en NM caninas. Si bien se ha sugerido que posee valor pronóstico limitado (3), 
Laprie y col. hallaron resultados similares a los nuestros. 
Al  igual que  lo observado en  la mayoría de  los  trabajos precedentes, el  sexo,  la 
edad  de  presentación  y  el  tamaño  de  las NM  cutáneas  no mostraron  influencia  en  la 
supervivencia  (3,  6,  77,  107).  Sin  embargo,  el  tamaño  y  la  edad  se  han  citado  como 
determinantes de supervivencia en un estudio reciente (17). 
En  las  NM  orales,  sólo  el  tamaño  de  la  neoplasia  se  mostró  asociado  con  la 
supervivencia  de  los  pacientes. De  acuerdo  con  nuestros  resultados,  un  tamaño  de  la 
neoplasia superior a los 3 cm ejercería una influencia negativa sobre la supervivencia. Los 
resultados encontrados al  respecto en  la bibliografía  son contradictorios  (3, 17, 76, 78, 
114, 160).  
En lo que respecta a las características microscópicas, la presencia de actividad en 
la UDE en nuestro estudio afectó positivamente  la supervivencia en  las NM cutáneas. El 
valor  pronóstico  de  esta  característica  ha  sido  escasamente  evaluado  en  las  NM.  Los 
estudios existentes  la han relacionado en  forma positiva, pero  también negativa, con  la 
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supervivencia  de  los  pacientes  con  NM  cutáneas  (17  y  83).  La  asociación  entre  la 
presencia  de  la  actividad  en  la UDE  y  un  comportamiento menos  agresivo  en  las NM 
caninas presenta similitudes con lo que sucede con el melanoma extensivo superficial y el 
melanoma  nodular  en  el  hombre.  Este  último  carece  de  un  componente 
dermoepidérmico y presenta un pronóstico menos favorable que el melanoma extensivo 
superficial, el cual se localiza en la zona de la unión dermoepidérmica. 
La mayor parte de los autores coincide en afirmar que el índice mitótico en las NM 
cutáneas es el criterio histológico que mejor se relaciona con el comportamiento de  las 
mismas (6, 16, 17, 23, 76, 83). En coincidencia con ello, el hallazgo de tres o más mitosis 
en diez CMA se relacionó con una supervivencia menor en nuestro estudio y viceversa. Si 
bien  la mayoría  de  los melanomas  cutáneos  exhibió más  de  3 mitosis  cada  diez CMA, 
algunos  de  ellos,  a  pesar  de  contar  con  un  índice mitótico menor,  fueron  clasificados 
como  tales  debido,  fundamentalmente,  al marcado  grado  de  atipía  celular.  La mayor 
parte de estos últimos exhibió,  sin embargo,  comportamiento benigno. Ello demuestra 
que  el  índice mitótico  podría  ser  considerado  el mejor  indicador  pronóstico  entre  los 
hasta  aquí  analizados,  dado  que  permitiría  predecir  el  resultado  de  la  enfermedad  en 
forma más precisa que el diagnóstico histopatológico, vistas  las discrepancias entre este 
último y el pronóstico en algunos casos. Igualmente, no debe descartarse la posibilidad de 
que parte de  las discrepancias entre el aspecto histológico de  las NM y su evolución se 
deban a que muchos de los pacientes con NM malignas experimentaron la curación de la 
neoplasia maligna después del tratamiento quirúrgico. 
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En las NM orales, en coincidencia con lo comunicado por otros autores, el hallazgo 
de 3 mitosis o más cada diez CMA no  resultó de valor pronóstico  (15, 76, 114). Existen 
evidencias de que el índice mitótico, aunque con valores de corte superiores a tres, puede 
utilizarse en la predicción de la supervivencia en estas neoplasias (17, 82, 84). 
Tal como ha sido visto en  trabajos precedentes, el  tipo celular predominante no 
influyó en la supervivencia de los pacientes con NM cutáneas y orales (3, 6, 15, 76, 113). 
Al  igual  que  en  un  estudio  realizado  por  Bostock,  sólo  llamó  la  atención  la  mayor 
proporción de pacientes con supervivencia intermedia‐corta observada en pacientes con 
NM  cutáneas  de  células  epitelioides  (76).  Casualmente,  las  NM  cutáneas  de  células 
epitelioides exhibieron  índices mitóticos altos con mayor frecuencia que  los demás tipos 
celulares. 
En lo que respecta al grado de melanización, casi el 100% de los pacientes con NM 
con  melanización  de  grado  4  mostró  un  pronóstico  favorable.  Algunos  autores  han 
relacionado la melanización intensa en las NM con un pronóstico favorable (76, 78), pero 
este criterio sigue siendo discutido. Sorprendentemente, observamos el efecto opuesto 
en  las NM orales; el 100% de  los pacientes con NM con melanización de grado 4 murió 
por  causas  relacionadas  con  la  enfermedad. Muy  recientemente,  se  ha  relacionado  al 
hallazgo  de  grados  altos  de  melanización  con  un  pronóstico  desfavorable  en  el  caso 
particular de melanomas orales (84). 
Vimentina, proteína S100, melan A 
En  lo  que  respecta  a  la  determinación  de  posibles  marcadores 
inmunohistoquímicos  cualitativos  relacionados  con  el  pronóstico  de  las  NM,  sólo  la 
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expresión de melan A se asoció con la supervivencia de los pacientes en nuestro estudio. 
El patrón de IM polar de melan A  mostró una influencia negativa en la supervivencia de 
los pacientes  con NM  cutáneas.   Cabe notar que no hemos encontrado  información al 
respecto en la bibliografía. Un hallazgo curioso, aunque no significativo, fue que cerca del 
100% de  los pacientes con supervivencia  larga exhibieron una  IM fuerte de melan A. En 
coincidencia con ello, el potencial pronóstico de melan A en las NM caninas fue sugerido 
por  Koenig  y  col.,  dado  que  estos  autores  detectaron  una  asociación  positiva  entre  la 
intensidad de marcación de melan A y el comportamiento benigno de las NM (39). Cabe 
interpretar con cautela estos resultados ya que la cantidad de casos analizada en ambos 
estudios fue reducida.  
Desafortunadamente,  ninguna  de  las  relaciones  observadas  entre  la  IM  de  la 
melan A y el pronóstico se repitió en las NM orales. 
IP‐PCNA e IP‐ Ki67 
En  lo que  respecta a  los estudios de proliferación  celular, el  IP‐PCNA  resultó de 
valor pronóstico en  las NM cutáneas y el IP‐Ki67 en  las NM orales. Si bien se detectaron 
IP‐PCNA  y  IP‐Ki67 más  elevados  en  los  pacientes  con  supervivencia  intermedia‐corta, 
tanto  en  las  NM  cutáneas  como  en  las  orales,  las  diferencias  entre  los  grupos  de 
supervivencia  no  fueron  significativas,  lo  que  podría  deberse  al  tamaño  muestral 
insuficiente para poner en evidencia diferencias no muy marcadas.  Esto último  resulta 
más  probable  aún  para  el  caso  de  las  NM  cutáneas  en  las  que  el  IP‐Ki67  se mostró 
significativamente  asociado  al  índice  mitótico,  el  cual  demostró  estar  fuertemente 
relacionado con el pronóstico en estas neoplasias. 
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Los valores del IP‐PCNA en las NM cutáneas, así como del IP‐Ki67 en las NM orales, 
casi duplicaron el valor correspondiente a los casos con supervivencia larga. Los pacientes 
con  NM  cutáneas  con  IP‐PCNA  menores  a  50  mostraron  una  supervivencia 
significativamente  superior  respecto  de  aquellos  con  IP‐PCNA  superiores  a  50.  Algo 
similar sucedió con  las NM orales, en  las que se halló una probabilidad de supervivencia 
claramente mayor en aquellos pacientes cuyas neoplasias mostraron un IP‐Ki67 menor o 
igual a 7.  
Al contrario de lo observado en nuestro estudio, el único trabajo precedente que 
analizó  la IM de PCNA en NM caninas no atribuyó significación pronóstica a este último. 
Resulta complejo comparar nuestros hallazgos con los del mencionado estudio, dado que 
los autores no diferenciaron entre NM cutáneas y orales. Lo mismo sucedió con una parte 
de  los trabajos que analizó  la expresión de Ki67 en  las NM caninas (6, 77). Sin embargo, 
algunos  de  estudios  han  correlacionado  al  IP‐Ki67  con  el  comportamiento  de  las  NM 
cutáneas  (83)  y  orales  (82,  84).  Considerando  estos  resultados,  cabe  contemplar  la 
posibilidad de que el aumento del  tamaño muestral en  futuras  investigaciones permita 
detectar las diferencias poco marcadas en el IP‐ Ki67 observadas en nuestro estudio entre 
los distintos grupos de supervivencia en las NM cutáneas. 
AE y DMV 
Con  respecto al estudio de  la  vascularización en  las NM, en  contraposición a  lo 
observado por Mukaratirwa  y  col., el  tiempo de  supervivencia de  los pacientes  resultó 
independiente del AE y la DMV estimadas mediante la IM del factor de von Willebrand en 
nuestro  estudio  (104).  Este  hallazgo  no  fue  sorprendente  dado  que,  en  melanomas 
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humanos  y  en  algunas  neoplasias  caninas,  tampoco  ha  sido  posible  atribuir  un  rol 
pronóstico a la densidad de microvasos (95, 99, 100). Para la interpretación de la ausencia 
de relación del AE y de la DMV con la supervivencia de los pacientes con NM en nuestro 
estudio  cabe  tener  en  cuenta  una  serie  de  aspectos.  Si  bien  la  inmunomarcación 
endotelial obtenida con el factor de von Willebrand fue apropiada para su cuantificación, 
se observaron algunos pequeños vasos negativos, hecho que  también ha sido visto por 
otros  autores  (93).  Asimismo,  el  factor  de  von  Willebrand  es  un  marcador 
“panendotelial”, de modo que no sólo reacciona con células endoteliales proliferantes o 
activadas, sino también con vasos sanguíneos quiescentes, aportando una estimación del 
estatus vascular y no tanto del estatus angiogénico de las neoplasias. Es probable que la 
utilización  de  marcadores  que  detecten  selectivamente  células  endoteliales  activadas 
aporten una medida más precisa de la angiogénesis y, por ende, de la agresividad tumoral 
(149). La superioridad de este tipo de marcadores sobre los clásicos “panendoteliales” ya 
ha  sido  comprobada  en  algunas  neoplasias  humanas  (161,  162,  163,  164,  165).  Por 
último, cabe tener en cuenta que la angiogénesis puede no ser el único mecanismo por el 
cual  las neoplasias adquieren una microcirculación.  La  formación de  canales  vasculares 
por  células  tumorales  genéticamente  desreguladas  y  agresivas  se  denominó  “mímica 
vasculogénica”,  a  los  efectos de  enfatizar  su  génesis  “de novo”,  sin  la participación de 
células endoteliales y en forma independiente de la angiogénesis (166). Este proceso fue 
descripto por primera vez en melanoma humano y aún no ha sido investigado en las NM 
caninas (167). 
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CONCLUSIONES 
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 Las NM cutáneas son más frecuentes que las NM orales. 
 No existe predilección por sexo. 
 Melanocitomas  y melanomas  son  igualmente  frecuentes en  la piel, no  así en  la 
mucosa oral, en la que prácticamente todas las NM son melanomas. 
 El  3%  de  las  NM  presenta  características  histológicas  “intermedias”  entre 
melanocitomas  y melanomas, por  lo que  se  requiere de  la  inmunohistoquímica 
para su clasificación. 
 La actividad en la UDE es más frecuente en melanocitomas que en melanomas. 
 La melanización escasa o ausente se observa con mayor frecuencia en melanomas 
orales,  seguidos por los melanomas cutáneos. 
 En  las NM cutáneas existe una  relación  inversa entre  la melanización y el  índice 
mitótico, no así en las NM orales. 
 La vimentina es un marcador útil en las instancias iniciales de la clasificación de las 
NM poco diferenciadas.  Es altamente sensible y de interpretación sencilla.  Su IM 
es independiente del tipo celular y del grado de melanización.  
 La proteína S100 es un marcador altamente sensible, especialmente   útil para  la 
identificación de NM amelánicas. Su IM es de intensidad moderada a fuerte en la 
mayoría de los casos, independientemente del grado de melanización. 
 La IM de vimentina y proteína S100 no resulta de ayuda en la diferenciación entre 
NM benignas y malignas. 
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  La sensibilidad de melan A en las NM es inversa al grado de melanización, por lo 
que  su utilidad en  la  identificación de NM amelánicas es  limitada. Su aplicación 
permite confirmar el diagnóstico en menos de la mitad de los casos. 
 En  las NM  cutáneas,  la  IM de melan A puede ayudar en  la diferenciación entre 
melanocitomas y melanomas.  
 El  anticuerpo  tirosinasa  empleado  en  este  estudio  carece  de  utilidad  en  el 
diagnóstico de las NM caninas. 
 El  IP‐PCNA  y  el  IP‐Ki67  carecen  de  utilidad  en  la  diferenciación  entre 
melanocitomas y melanomas cutáneos. 
 El IP‐PCNA y el IP‐Ki67 se relacionan con el índice mitótico en las NM cutáneas. 
 La utilidad de Ki67 (MIB‐1) en las NM caninas se limita al 75% de los casos. El 25% 
restante no muestra reactividad con el citado marcador. 
 El AE y la DMV son más elevados en las NM malignas, por lo que pueden contribuir 
a la diferenciación entre melanocitomas y melanomas cutáneos.  
 No existe una relación clara entre la proliferación celular y la vascularización en las 
NM caninas. 
 El  anticuerpo MMP‐2  empleado  en  este  trabajo  carece  de  utilidad  en  las  NM 
caninas. 
 El  75%  de  las  NM  cutáneas  presenta  un  comportamiento  benigno  luego  de  la 
exéresis quirúrgica. 
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 Las NM cutáneas histológicamente benignas se comportan como tales.  
 La probabilidad de supervivencia al año de  los pacientes con melanoma cutáneo 
es  superior al 60%; aproximadamente el 50% de  los melanomas  cutáneos  suele 
mostrar un comportamiento benigno luego de la exéresis quirúrgica. 
 En  las NM orales,  la muerte  relacionada con  la neoplasia dentro de  los 6 meses 
posteriores al diagnóstico es  frecuente y  la probabilidad de supervivencia al año  
es  inferior al 40%.  Sin embargo, una parte de  los pacientes  con melanoma oral 
suele mantenerse  libre de  la enfermedad durante, al menos, un año después de 
formulado el diagnóstico. 
 En las NM cutáneas, la localización de la neoplasia, la ulceración, la actividad en la 
UDE, el índice mitótico, el patrón citoplasmático de la IM de melan A y el IP‐PCNA 
son parámetros de valor pronóstico. 
 El índice mitótico es la variable que mejor se correlaciona con el comportamiento 
de  las NM cutáneas; el hallazgo de 3 o más mitosis en 10 CMA es  indicativo de 
malignidad. 
 En  las NM orales, sólo el  tamaño de  la neoplasia y el  IP‐Ki67 son parámetros de 
valor pronóstico. 
 La vascularización no reviste importancia pronóstica en las NM. 
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ANEXO I 
TÉCNICA DE FONTANA‐MASSON 
 Desparafinar e hidratar  
 Colocar en solución diaria de nitrato de plata (Fontana, anexo V) en horno a 37 ˚C 
durante 1 hora, o hasta que los cortes se tornen de color pardo claro. 
 Realizar 3 enjuagues con agua destilada 
 Colocar en la solución diaria de cloruro de oro durante 10 minutos (anexo V) 
 Enjuagar con agua destilada 
 Colocar en la solución de tiosulfato de sodio durante 5 minutos (anexo V) 
 Enjuagar con agua destilada 
 Contrastar con la solución de rojo nuclear resistente durante 5 minutos (anexo V) 
 Enjuagar con agua destilada 
 Deshidratar y montar 
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ANEXO II 
TÉCNICA DE INMUNOHISTOQUÍMICA 
La técnica aquí descripta fue empleada para todos los marcadores. Sólo se modificó la 
recuperación antigénica según el caso. 
 Obtener y montar cortes de 5 um de espesor en portaobjetos con carga positiva 
 Desparafinar mediante 2 pasajes por xilol, de 10 minutos cada uno  
 Hidratar mediante 2 pasajes por alcohol 100o, de 5 minutos cada uno, 2 pasajes 
por alcohol 96o, de 3  minutos cada uno, 1 pasaje por alcohol 80o,  de 3  minutos y 
1 pasaje por alcohol 70o, de 3  minutos 
 Lavar con PBS durante 10 minutos (anexo V) 
 Bloquear la actividad de la peroxidasa endógena mediante la incubación con 
solución de peroxidasa durante 5 minutos (kit de detección LSAB2 ® System HRP, 
Dako) 
 Proceder a la recuperación antigénica (ver métodos al final de este mismo anexo) 
 Lavar con PBS durante 10 minutos 
 Bloquear las uniones inespecíficas incubando con solución de leche descremada al 
2,5%  (anexo  V) durante 40 minutos 
 Volcar el exceso de leche 
  Colocar el antisuero primario. Incubar durante toda la noche a 4º C 
  Realizar 2 lavados con PBS, de 5 minutos cada uno 
  Incubar con el anticuerpo biotinilado durante 15 minutos (kit de detección LSAB2 
® System HRP, Dako) 
181 
  Lavar con PBS durante 10 minutos 
  Incubar con la solución de estreptavidina‐peroxidasa durante 15 minutos (kit de 
detección LSAB2 ® System HRP, Dako) 
  Lavar con PBS durante 10 minutos 
  Incubar con solución de diaminobencidina (DAB) de 2 a 5 minutos (kit de 
detección LSAB2 ® System HRP, Dako) 
  Lavar con agua destilada o agua corriente 
  Proceder a la decoloración de la melanina mediante la técnica del agua oxigenada 
(anexo III) 
  Realizar la coloración de contraste (hematoxilina de Gill) 
 Hidratar y montar 
Métodos de recuperación antigénica  
Calor húmedo a presión atmosférica  (“vaporiera”) 
 Precalentar el buffer hasta que la temperatura alcance los 95‐100 °C 
 Colocar los portaobjetos en el buffer e incubar durante 20 a 40 minutos 
 Retirar los portaobjetos y dejar enfriar a temperatura ambiente durante 20 
minutos 
Horno de microondas 
 Colocar los portaobjetos en el buffer 
 Realizar 4 ciclos de calentamiento de 2,5 minutos cada uno, a potencia máxima 
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 Dejar reposar unos minutos luego de cada ciclo y reponer el volumen de buffer 
perdido 
 Retirar los portaobjetos y dejar enfriar a temperatura ambiente durante 20 
minutos 
Método enzimático: proteinasa K 
 Precalentar la cámara húmeda en estufa a 37°C durante 10 minutos 
 Colocar los portaobjetos en la cámara húmeda y cubrir los cortes con la solución 
de proteinasa K (100 ug/ml)  
 Incubar en estufa a 37°C durante 40 minutos 
Protocolos de recuperación antigénica utilizados en cada caso 
Los protocolos que primero se evaluaron fueron, en todos los casos, los sugeridos por la 
bibliografía, aunque luego se aplicaron aquellos con los que se obtuvieron los mejores 
resultados en la inmunomarcación. 
Vimentina y proteína S100 
 Buffer de citrato (anexo V)  en “vaporiera” durante 40 minutos 
Melan A 
 Buffer de tris‐EDTA (anexo V)  en “vaporiera” durante 20 minutos 
Tirosinasa 
 Buffer de citrato y buffer de tris‐EDTA  en “vaporiera” durante 30 minutos 
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 Buffer de tris‐EDTA  en horno de microondas (como se describió previamente) 
PCNA 
 Buffer de citrato (anexo V)  en “vaporiera” durante 40 minutos 
Ki67 
 Buffer de tris‐EDTA  en horno de microondas (como se describió anteriormente) 
Factor de von Willebrand 
 Proteinasa K (tal como se describió anteriormente) 
MMP‐2 
 Buffer de citrato en horno microondas, en 2 ciclos de 10 minutos cada uno 
 Buffer de citrato  en “vaporiera” durante 40 minutos 
 
Cabe mencionar que, para algunos marcadores (melan A, tirosinasa), el buffer EDTA, pH 8 
(anexo V) era el recomendado por la bibliografía para la recuperación antigénica. Si bien 
se evaluó la utilidad del mismo en este trabajo, se comprobó que los cortes perdían 
completamente la adherencia al portaobjetos antes de completar el tiempo 
recomendado para la recuperación antigénica, por lo que, finalmente, no fue utilizado. 
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ANEXO III 
DECOLORACIÓN DE LA MELANINA: TÉCNICA DEL AGUA OXIGENADA 
Se evaluó la utilidad de varias técnicas de decoloración, aplicadas antes y después de la 
inmunomarcación (168). La técnica aquí descripta proporcionó los mejores resultados. La 
misma se aplicó al finalizar la inmunomarcación, evitando así posibles interferencias en la 
inmunorreactividad. 
 Sumergir los portaobjetos con los cortes de tejido a decolorar en una solución de 
agua oxigenada al 15% en PBS‐Tween (anexo V) 
 Incubar durante 48 horas a temperatura ambiente 
 Lavar con abundante agua corriente, durante, por lo menos, 10 minutos 
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ANEXO IV 
TÉCNICA DE INMUNOCITOQUÍMICA 
Todos los pasos de la técnica se realizan a temperatura ambiente 
 Secar los extendidos al aire durante 24 horas 
 Fijar en solución de van der Griendt (anexo V) entre 2 y 48 horas 
 Retirar de la solución salina y sumergir en alcohol 96˚ durante 10 minutos (*) 
 Lavar con PBS durante 5 minutos 
 Proceder a la recuperación antigénica 
‐ colocar los portaobjetos en el buffer de citrato 
‐ realizar 1 ciclo de calentamiento de 10 minutos, a potencia máxima 
‐ retirar el recipiente con los portaobjetos y dejar enfriar a temperatura 
ambiente durante 20 minutos 
 Lavar con PBS durante 5 minutos 
 Bloquear la actividad de la peroxidasa endógena mediante la incubación con 
solución de peroxidasa durante 5 minutos (kit de detección LSAB2 ® System HRP, 
Dako) 
 Lavar con PBS durante 5 minutos 
 Bloquear las uniones inespecíficas mediante incubación con suero equino durante 
10 minutos (Vector Lab.)   
 Volcar el exceso de suero 
  Colocar el antisuero primario. Incubar durante 1 hora a temperatura ambiente  
  Realizar 2 lavados con PBS, durante 5 minutos 
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  Incubar con el anticuerpo biotinilado durante 10 minutos (kit de detección LSAB2 
® System HRP, Dako) 
  Lavar con PBS durante 5 minutos 
  Incubar con la solución de estreptavidina‐peroxidasa durante 10 minutos (kit de 
detección LSAB2 ® System HRP, Dako) 
  Lavar con PBS durante 5 minutos 
  Revelar mediante incubación con solución de diaminobencidina (DAB) de 2 a 5 
minutos (kit de detección LSAB2 ® System HRP, Dako) 
  Sumergir los cortes en PBS o en agua destilada 
  Realizar la coloración de contraste (hematoxilina de Gill) 
 Deshidratar y montar 
(*) Siguiendo las recomendaciones de la bibliografía, luego de la fijación, los extendidos 
se conservaron hasta una semana a temperatura ambiente (169).  
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ANEXO V 
SOLUCIONES UTILIZADAS 
Solución de nitrato de plata al 10% 
Nitrato de plata (NO3Ag)‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐  10 g 
Agua destilada ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 100 ml 
Solución matriz de nitrato de plata de Fontana 
Nitrato de plata 10%   ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 95 ml 
Añadir hidróxido de amonio  concentrado, gota a gota, hasta que el precipitado que  se 
forma  se  aclare.  Agregar  nitrato  de  plata  al  10%,  gota  a  gota,  hasta  que  la  solución 
aparezca ligeramente turbia. Dejar reposar durante la noche antes de usarlo. 
Solución diaria de nitrato de plata de Fontana 
Solución matriz de nitrato de plata de Fontana‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 25 ml 
Agua destilada ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 75 ml 
Filtrar antes de usar. 
Solución matriz de cloruro de oro al 1% 
Cloruro de oro (AuCl3) ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 1 ml 
Agua destilada ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 99 ml 
Solución diaria de cloruro de oro al 1% 
Solución matriz de cloruro de oro al 1% ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 10 ml 
Agua destilada ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 40 ml 
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Solución de tiosulfato de sodio al 5% 
Tiosulfato de sodio (Na2S2O3)‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐  5 g 
Agua destilada ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 100 ml 
Buffer de fosfato 0,1 M (PB), pH 7,4 
a) Fosfato de sodio dibásico (Na2HPO4)‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐11,4 g 
b) Fosfato de sodio monobásico dihidrato (NaH2PO4.2H2O)‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐3,3 g 
Agua destilada‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐1000 ml 
Buffer salino de fosfato 0,01 M (PBS), pH 7,2 
Cloruro de sodio (NaCl)‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐8,5 g 
PB 0,1 M ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐100 ml 
Agua destilada hasta ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 1000 ml 
Buffer de citrato 10 mM, pH 6,0 
Ácido cítrico monohidrato (H3C6H507.H2O) ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐2,1 g 
Agua destilada‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐1000 ml 
Ajustar el pH a 6,0 utilizando NaOH 2N. 
Buffer de EDTA 1 mM,  pH 8,0 
EDTA (C10H16N2O8)-------------‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐0,37 g 
Agua destilada ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐1000 ml  
Ajustar el pH a 8,0 utilizando NaOH 1N.  
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Buffer de tris‐EDTA‐tween, pH 9,0 
Tris [(HOCH2)3CNH2] -------------------------- ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐1,21 g 
 EDTA (C10H16N2O8)--------------------------‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐0,37 g 
Agua destilada ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐1000 ml  
Agregar 0,5 ml de tween 20. 
Solución de leche descremada al 2,5% 
Leche descremada en polvo‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 0,5 g 
PBS‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 20 ml 
Solución de agua oxigenada al 15% en PBS‐tween 
Agua oxigenada de 100 volúmenes‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐  500 ml 
PBS‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 500 ml 
Agregar 0,5 ml de tween 20. 
Solución de van der Griendt (formaldehido al 0,1% en PBS) 
Formol (formaldehído al 40% en agua)‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐2,5 ml 
PBS hasta ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐1000 ml 
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Abreviaturas utilizadas 
Act UDE: actividad en la unión dermoepidérmica   
AE: área endotelial 
c: citoplasmática 
Cens: censura 
D: débil 
Di: difusa 
DMV: densidad de microvasos 
E: epitelioide   
F: fuerte (en inmunomarcación) 
F: fusiforme (en tipo celular)   
G: globoso   
H: hembra   
He: heterogénea 
Ho: homégenea 
IC: intermedia‐corta 
IP: índice de proliferación 
L: larga 
M: macho   
M: mixto   
M: moderada 
MA: melan A   
Mel: grado de melanización   
Mit10CMA: mitosis cada diez campos de mayor aumento  
n: nuclear 
nc: nuclear y citoplasmática 
NC: no consignado   
NE: no evaluable   
NR: no realizado   
P: polar 
S100: proteína S100   
SPV: supervivencia   
T. cel: tipo celular   
Vim: vimentina   
 
